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1.1. Metabolikus változások daganatbiológiai jelentősége 
 
A legújabb daganatbiológiai vizsgálatok a tumorsejtek megváltozott, a 
proliferációjukhoz szükséges bioenergetikai hátteret biztosító anyagcsere-folyamatainak 
jelentőségét hangsúlyozzák nemcsak a daganatok progressziójában és a terápiás 
érzékenység változásaiban, hanem akár a daganatok kialakulásában is. Számos adat 
támasztja alá, hogy a tumorsejtek a normál sejtektől eltérő anyagcsere-
jellegzetességekkel (metabolikus tulajdonságokkal/profillal), tápanyagigénnyel és 
szubsztrát hasznosító képességgel (pl. glikolízis, glutaminolízis, zsírsav oxidáció) 
rendelkeznek. Előbbiekkel párhuzamosan a daganatsejtekre jellemző lehet a nagyfokú 
metabolikus alkalmazkodóképesség, ami hozzájárulhat a daganatsejtek hosszú távú, 
akár terápiás kezelés melletti túléléséhez, majd terjedéséhez, áttétképzéséhez is. Fontos 
az előbbieket befolyásoló tényező a daganatszövet heterogenitása is, amely a daganat 
genetikai sokfélesége (eltérő tumorsejtklónok) mellett jelenti a daganat és 
mikrokörnyezete (normál parenchyma sejtek, stroma- és immunsejtek) 
együttműködését, szimbiózisát, az adott mikrokörnyezethez alkalmazkodását is. A 
szövetalkotó sejtek metabolikus szimbiózisa, metabolikus heterogenitása segítheti a 
daganatsejtek túlélését és alkalmazkodását a terápiás szerekhez, így hozzájárulhat a 
kezeléssel szembeni rezisztenciához. A metabolikus változás során a daganatsejtek nagy 
mennyiségben kis molekulákat, onkometabolitokat is termelnek, melyek a malignus 
fenotípust számos ponton támogathatják. A legismertebb onkometabolitok a szukcinát, 
fumarát vagy a 2-hidroxiglutarát (2-HG), de a legújabb összefoglalók már a 
daganatsejtekben felhalmozott laktátot is onkometabolitnak tekintik. 
A tumorsejtek anyagcseréjének szabályozásában genetikai és epigenetikai tényezők 
játszanak szerepet. A tumorigenikus változások (onkogén aktivitáció vagy 
tumorszuppresszor inaktiváció) a tumor növekedésben fontos szerepet játszó jelátviteli 
útvonalak mellett részt vesznek az anyagcsere-szabályozás átprogramozásában is. Az 
RTK-PI3K-mTOR tengely számos sejtfunkció szabályozásában alapvető. Ennek egyik 
központi eleme az mTOR (mammalian target of rapamycin) kináz két eltérő komplex 
(C1 és C2) formájában lehet jelen a sejtekben, melyek a jelátviteli hálózat fontos 




függvényében szabályozzák a sejtek túlélését, proliferációját, az új sejtek felépítéséhez 
szükséges építőelemek bioszintetikus vagy akár lebontó folyamatait.  
Munkámban daganatsejtek metabolikus profiljának jellemzéséhez különböző 
módszereket kerestem és állítottam be. Előbbiekkel összefüggő anyagcsere- 
folyamatokat és szabályozó folyamatokat vizsgáltam.  Tanulmányoztam a különböző 
daganatsejtek normálistól eltérő, jellemzően fokozott glikolítikus aktivitását, az 
izocitrát-dehidrogenáz mutáció következményeként felhalmozódó 2-hidroxiglutarát 
onkometabolit-termelés hatásait, a daganatsejtek szubsztrát hasznosításának 
különbségeit és ezek összefüggését az emelkedett mTOR aktivitással. 
1.2. Irodalmi háttér összefoglalása 
 
1.2.1. A malignus fenotípus, a daganat jellemzői 
 
Hanahan és Weinberg először 2000-ben foglalta össze a tumorsejtek alapvető 
jellegzetességeit. A szerzők hat olyan tulajdonságot soroltak fel, amely a malignus 
sejteket a normál sejtektől megkülönbözteti: korlátlan proliferációs képesség, 
folyamatos növekedés biztosítása növekedési szignálokkal (proliferáció fenntartása), 
sejtnövekedést gátló hatásokkal szembeni rezisztencia, apoptózis – programozott 
sejthalál – gátoltsága, inváziós és metasztatikus képesség, a szövet növekedéséhez 
szükséges angiogenezis fokozása [1]. 2011-ben további jellemzők kerültek az előbbiek 
mellé: a daganatos szövet gyulladásos folyamatai, illetve a daganatsejtek 
immunszuppresszív hatásai, genom instabilitása, valamint anyagcsere-változásai, a 
bioenergetikai folyamataik átprogramozása (1. ábra) [2]. Ezt követően az elmúlt 
években a daganatimmunológia, a genetikai változások feltárása és az onkogén 
hatásokkal párhuzamosan megjelenő megváltozott anyagcsere-folyamatok jellemzése is 





1. ábra. Tumorsejtek legfontosabb tulajdonságai Hanahan és Weinberg (2011) 
szerint [2]. Hanahan és Weinberg 2000-ben összefoglalták a malignus sejtekre jellemző 
tulajdonságokat: korlátlan proliferációs képesség, sejtnövekedést gátló hatásokkal 
szembeni rezisztencia, apoptózis gátlása, proliferáció fenntartása, angiogenezis 
fokozása, inváziós és metasztatikus képesség. 2011-es közleményükben további 
jellemzőkkel egészítették ki az előző listát: daganatok által okozott immunszuppresszió, 
gyulladásindukció, daganatsejtek genom instabilitása és a bioenergetikai folyamatok 
átprogramozottsága. 
1.2.2. A daganatsejtekre jellemző általános anyagcsere-változások 
 
A különböző bioenergetikai útvonalak szubsztrátjai, a glükóz, a glutamin, a tejsav, a 
piruvát, a β-hidroxibutirát, az acetoacetát, az acetát és a szabad zsírsavak felhasználása 
segíti a tumorsejtek proliferációját. Előbbi szubsztrátokból a tumorsejtek arányaikban 
lényegesen többet hasznosítanak, mint a normál sejtek, folyamatos osztódásukhoz 
különböző katabolikus folyamatok biztosítják a szükséges energiát (ATP-t). A 
sejtproliferációhoz szükséges energiatermelésben kiemelkedő szerepet tölt be a 
glikolízis, de a glükóz hasznosítása mellett más források is fontos szerepet játszhatnak, 




makromolekulák (lipidek, fehérjék) lebontása [3-5]. Az, hogy mely szubsztrátok milyen 
útvonalú hasznosítását részesíti előnyben az adott daganatsejt számos tényezőtől függ. 
Például a mikrokörnyezet, tápanyag-ellátottság, onkogén driver mutációk és 
epigenetikai hatások is jelentős mértékben befolyásolják a metabolikus folyamatok 
átrendezését [6, 7]. A tumorsejtek vagy akár az egész tumorszövet anyagcsere-
folyamatait módosíthatják az ún. onkometabolitok, amelyek olyan nagy mennyiségben 
termelődő kis molekulák, melyek többféle úton támogathatják a daganatok 
progresszióját. Onkometabolit például az izocitrát-dehidrogenáz enzim mutációjának 
következtében termelődő 2-hidroxiglutarát, a szukcinát-dehidrogenáz mutáció 
termékeként képződő szukcinát vagy a fumarát-hidratáz enzim mutációja hatására nagy 
mennyiségben termelődő fumarát is [8, 9]. Az onkometabolitok közé sorolják ma már a 
Warburg-effektus végtermékeként keletkező nagy mennyiségű tejsavat is, amelynek 
extracelluláris és intracelluláris megjelenése befolyásolhatja a sejt anyagcsere-
folyamatait, a különböző jelátviteli útvonalak aktivitását, de akár a tumorsejt 
mikrokörnyezetét is. Utóbbiak összessége elősegíti a daganat növekedését, a 
daganatsejtek metasztázisát is [10].  
Az aktiválódott onkogének, inaktiválódott tumorszuppresszor gének, a sejtfunkciók 
szabályozásban szerepet játszó jelátviteli útvonalak (pl. a későbbiekben tárgyalt 
PI3K/AKT/mTOR útvonal) elemei és egyéb fehérjék aktivitás változása mellett az 
anyagcsere-változások összessége is jelentős mértékben módosíthatja a daganatok 
növekedésének in vivo szabályozását, így is segítve a daganatszövet rendkívüli 
alkalmazkodóképességét [6, 7, 11]. 
1.2.3. Warburg-effektus – aerob glikolízis 
 
Otto Warburg már az 1920-as évek elején felismerte a daganatsejtek anyagcsere-
változását és ennek jelentőségét. A daganatok többségére jellemző az oxigén- 
ellátottságtól független, fokozott mértékű glikolízis és tejsavtermelés, ezt Warburg-
effektusnak nevezzük. Warburg a jelenséget a mitokondrium károsodott funkcióival 
magyarázta és a daganatos megbetegedés eredetének tartotta [12, 13]. A későbbiekben 
kiderült, hogy a károsodott mitokondriumok jelenléte azonban csak a tumorok kisebb 
százalékára jellemző [6]. Jelenleg a tumorszuppreszorok és/vagy onkogének mutációit 




részére jellemző Warburg-effektust pedig, inkább következménynek. Warburg elméletét 
nem sokkal később Herbert Crabtree egészítette ki, amikor felfedezte, hogy bizonyos 
daganatsejtek könnyen tudnak alkalmazkodni a megváltozott tápanyag-ellátottsághoz: 
képesek aerob glikolízisről oxidatív foszforilációra váltani és fordítva. Ezt a jelenséget 
Crabtree-effektusnak nevezzük [14, 15], aminek kiemelkedő szerepe lehet a metasztázis 
során megfigyelhető metabolikus alkalmazkodásban is [4, 16]. A 2000-es évek végétől 
a Warburg-effektus, a tumorok anyagcsere-változásainak vizsgálata újra előtérbe került, 
számos glikolízis gátlót fejlesztettek és teszteltek különböző daganatokon. 2008-ban 
Cantley és munkatársai kimutatták, hogy az intenzíven proliferáló dagantsejtekre 
jellemző a piruvát-kináz M2 izoforma (PKM2) fokozott expressziója, ami a glikolítikus 
eltolódással hozható összefüggésbe [17, 18].  Szintén ebben az időben jelent meg az 
irodalomban az onkometabolitok fogalma (2009), az anyagcsereenzimek mutációinak 
felismerésével kapcsolatban. Majd Hanahan és Weinberg 2011-ben a tumorsejtek 
megváltozott bioenergetikai folyamataival egészítette ki a daganatsejtek jellemzőit. A 
2010-es évektől számos a malignus fenotípussal összefüggő jelenséget írtak le. [19]. 
A nem daganatos sejtekben megfelelő oxigénellátottság mellett a glükóz a 
glikolízisben piruváttá alakul, amely belépve a mitokondriumba acetil-KoA-n keresztül 
a citromsavciklusban alakul tovább különböző intermedierekké [6]. A Krebs-ciklus 
reakcióiban szubsztrát-szintű foszforiláció mellett NADH képződik, ennek 
eredményeként az oxidatív foszforilációval glükóz molekulánként végül 36-38 
molekula ATP keletkezik. A Warburg-effektus során a glükóz nagy része a 
glikolízisben, a tejsavtermelésben, míg kis része a glikolítikus átalakulások után 
mitokondriális oxidatív folyamatokban hasznosul. A Warburg-effektusban, a 
glikolízisben keletkező piruvát tejsavvá alakul, közben 2 molekula ATP keletkezik. A 
Warburg-fenotípusú tumorsejtben a glikolízis túlsúlya átlagosan 4 molekula ATP-t 
eredményez glükóz molekulánként (2. ábra) [18, 20, 21, 22]. Ez nem effektív ATP 
termelés. Az ATP szint azonban nem limitáló tényező a tumorsejtek növekedésében, a 
Warburg-effektus oxigén koncentrációtól függetlenül, hypoxia nélkül is felléphet [18]. 
Felmerül a kérdés, hogy mégis milyen előnye származhat a tumorsejteknek a Warburg-
effektusból. A folyamatban a glikolítikus eltolódás fokozza a glikolítikus intermedierek 
felhalmozódását, ami kiindulási anyagokat nyújt különböző bioszintetikus útvonalakhoz 




szintézisben, a dihidroxi-aceton-foszfátot a foszfolipidek és trigliceridek szintézisében, 
a glükóz-6-foszfátot pedig glikogéntermelésben hasznosíthatja a sejt [4, 6, 23]. 
 
 
2. ábra. A differenciált, ill. az osztódó normál sejtek vagy tumorsejtek jellemző 
energiatermelő folyamatai (forrás: [18] alapján készített ábra). A differenciált 
szövetek oxigénellátottságtól függően bioenergetikai igényük kielégítésére a glükózt 
oxidatív foszforilációval (oxigén jelenlétében) vagy anaerob glikolízissel (oxigén 
hiányában) bontják le. Az osztódó sejtek, így a tumorsejtek a glükózt 
oxigénellátottságtól függetlenül aerob glikolízisben (Warburg-effektus) képesek 
hasznosítani – ezt előnyben részesítik más katabolikus folyamatokkal szemben. 
 
A tumorsejtekben az aerob glikolízist támogatja a fokozott piruvát-kináz M2 
(PKM2) izoenzim expresszió; az enzim aktivitása gyorsan változik attól függően, hogy 
tetramer (katabolikus folyamatok segítése) vagy dimer (anabolikus folyamatok segítése) 
forma alakul-e ki. A PKM2 dimer forma csökkent enzim aktivitása a tőle „upstream” 
található glikolítikus intermedierek felhalmozódását és bioszintetikus hasznosítását 




igazolták többféle tumorsejtben, hogy ATP termelésük nagy részét sokszor nem az 
intenzív glikolízis biztosítja [24]. A sejtek bioenergetikai egyensúlyában fontos, hogy a 
piruvát-kináz szabályozási pont a glükóz milyen mértékű tejsavas glikolízisben vagy 
„teljes” oxidatív foszforilációban történő hasznosítását teszi lehetővé. Ennek a pontnak 
az egyensúlya és a TCA ciklus más szubsztrátokkal való feltöltése (TCA-anaplerózis) 
nagyfokú tápanyag hasznosítási, alkalmazkodási lehetőséget biztosít a tumorsejtek 
számára.  Így a daganatsejtek egyedi jellegzetességeik, metabolikus alkalmazkodásuk 
függvényében a szükséges ATP-t a rendelkezésre álló szubsztrátokból a glikolízis és az 
oxidatív foszforiláció különböző %-os arányú működésével fent tudják tartani [24, 25].  
A jelenlegi kezelések fejlesztését nagyban segítik azok a vizsgálatok, amelyekben az 
adott daganat/daganatsejt alkalmazkodását, anyagcsere-változásait (metabolikus 
profilját) tanulmányozhatjuk a daganat heterogenitás és környezeti alkalmazkodás (pl. a 
terápiás hatások) függvényében. 
1.2.4. Tejsav mint onkometabolit 
 
A tumorsejtek többségére jellemző a nagy mennyiségű tejsavtermelés. A tejsav 
piruvátból laktát-dehidrogenáz A (LDH-A) segítségével képződik. Majd a tumorsejtek a 
tejsavat monokarboxilát transzporter 4 (MCT4) segítségével exportálják a 
környezetükbe, ez hatással van más mikrokörnyezeti sejtek működésére, pl. a tumor 
asszociált fibroblastokra, immuneffektor- vagy endotélsejtekre is [26, 27]. A tejsav az 
extracelluláris térben pH változást eredményez, az alacsony pH gátolja a tumorsejt 
ellenes immuneffektor sejtek (pl. citotoxikus T limfocita, NK sejtek) működését, 
valamint aktiválja a pH-függő mátrix metalloproteinázokat, katepszineket. Ebben a 
mikrokörnyezetben a hypoxia és a tejsavas mikrokörnyezet serkenti az angiogenezist, 
növekedési faktorok, így a VEGF termelés fokozásán keresztül is. Előbbiek a tejsav 
sokoldalú hatásaiból olyan példák, amelyek az extracelluláris mátrix átrendeződést, a 
tumor inváziót és metasztázis képzést befolyásolják [27, 28].  
A mikrokörnyezetbe leadott laktát bioenergetikai úton is hasznosulhat; a stroma- 
sejtek monokarboxilát transzporterek (elsősorban MCT1) segítségével vehetik fel, majd 
reverz Warburg-effektus segítségével – piruváton – keresztül a citrátköri oxidatív 
folyamatokban energiát nyerhetnek belőle [29].  A laktátból keletkező piruvát nemcsak 




tumorsejtek és stromasejtek anyagcsere-folyamataikban keletkező intermedier 
termékeik egymás közötti cseréjét és hasznosításának különböző lehetőségeit, továbbá 
ezek in situ megvalósulását, metabolikus szimbiózisnak nevezzük [28]. Ezekben a 
folyamatokban a laktát energiaszubsztrátként is viselkedhet aerob környezetben, amely 
hasznosításának gátlása csökkentheti a tumorsejtek alkalmazkodási (adaptációs) 
képességét [30, 31]. Előbbiek, a tejsav daganatnövekedést támogató hatásait bemutató 
példák is alátámasztják a tejsav onkometabolitok közé sorolását (3. ábra). 
 
 
3. ábra. A tejsav lehetséges tumorbiológiai hatásai (forrás: [32] alapján készített 
ábra). A tejsav szerepet játszik a tumor növekedését és migrációját segítő 
mikrokörnyezeti változásokban is, így az immunszuppresszív mikrokörnyezet 
kialakulásában vagy a tumorsejtek áttétképzésében (katepszinek, mátrix 
metalloproteázok aktiválása) és az angiogenezisben is (pl. a HIF-1α stabilizációján 
keresztüli VEGF termelés serkentésével). A tejsavat mint energia szubsztrátot is 
hasznosíthatják a tumorszövet legkülönbözőbb sejtjei: a mikrokörnyezeti sejtek (pl. 
fibroblastok, immunsejtek vagy más oxidatív, reverz Warburg-effektusra képes 
tumorsejtek) vagy akár a heterogén tumorszövet egyes tumorsejtjei is – metabolikus 
szimbiózis. A tejsav az immunsejtekre gátló hatást fejt ki a mikrokörnyezetben, továbbá 
a mátrix metalloproteináz-2 (MMP2) aktivitását fokozva segítheti a tumorsejtek 
invázióját. MCT: monokarboxilát transzporter, LDH-A: laktát-dehidrogenáz-A, 




1.2.5. Citromsavciklus, oxidatív foszforiláció szerepe a daganatok anyagcseréjében 
 
A citromsavciklusban (Szent-Györgyi–Krebs ciklus, trikarbonsav-ciklus - TCA vagy 
citrátkör) a szénhidrátok, zsírok és fehérjék alkotóelemei oxidálódnak CO2-dá és vízzé 
alakulnak, közben ATP termelődik. A mitokondriumba belépő piruvát acetil-csoporttá 
alakul, amely koenzim A-hoz kötődik és a citromsavciklusban az acetil-KoA átadja két 
szénatomos acetilcsoportját a négy szénatomból álló oxálacetátnak és így hat 
szénatomos citromsav keletkezik [33]. A citromsav ezután két karboxilcsoportját 
elveszíti CO2 formájában, és a folyamat oxidatív lépéseiben NADH keletkezik, ami 
elektron donorként szolgál az oxidatív foszforilációban, az ATP termelésben. A négy 
szénatomos oxálecetsav minden ciklus végén újraképződik, és a ciklus folytatódik [3, 6, 
33]. 
Bizonyos tumorsejtek mitokondriumaiban a citrátkör működése megváltozik, ún. 
„csonka” citrátkör működik, ebben az esetben nagy mennyiségű citrát lép ki a 
citoszolba, és ott acetil-KoA keletkezését eredményezve a zsírsav szintézisben 
hasznosul [34, 35]. A zsírsavak a keletkező új sejtek membránjainak felépítését 
szolgálják, ennek jelentőségét számos daganatsejt magas zsírsav-szintetáz enzim 
expressziója is alátámasztja (4. ábra) [34].  
A citrátköri intermedierek számos anabolikus folyamat kiindulási anyagai. Ilyen 
például az oxálacetát és az α-ketoglutarát, amelyek aminosav szintézisben is 
felhasználódhatnak, így folyamatos pótlásuk szükséges.  Azokat a biokémiai reakciókat, 
amelyek segítségével citromsavciklus intermedierek keletkezhetnek, így a citrátkör 
feltöltésére képesek, anaplerotikus reakcióknak nevezzük. Anaplerotikus reakciókban 
résztvevő enzimek lehetnek pl. a foszfoenol-piruvát-karboxikináz, amely foszfoenol-
piruvátból oxálacetátot; vagy a glutamát-dehidrogenáz, amely a glutamátból α-
ketoglutarát állít elő (4. ábra) [36, 37].  
A citromsav ciklus különböző enzimjeinek (pl. akonitáz, izocitrát-dehidrogenáz, 
szukcinát-dehidrogenáz) mutációi olyan anyagcsere-változásokat idézhetnek elő a 
sejtekben, amelyek tumorsejtek kialakulásához és/vagy a daganat progressziójához 





4. ábra Daganatbiológiai szempontból is jelentős anyagcsere-folyamatok (forrás: 
[39] alapján készített ábra). A citromsav ciklussal kapcsolatban álló lebontó és 
felépítő folyamatok (glikolízis, aminosav és nukleotid szintézis, citrátkör, oxidatív 
foszforiláció, glutaminolízis és zsírsav szintézis) vázlatos ábrája. A PDH (piruvát-
dehidrogenáz,) DLD (dihidrolipoil-dehidrogenáz) és a DLAT (dihidrolipoil-
transzacetiláz) a piruvát-dehidrogenáz enzimkomplex alegységei. CS: citrát-szintetáz, 
ACO2: akonitáz 2, IDH3: izocitrát-dehidrogenáz 3, OGDH: 2-oxoglutarát-dehidrogenáz 
vagy más néven α-ketoglutarát-dehidrogenáz, SUCLG1: szukcinil-KoA-ligáz α 
alegysége, SDH: szukcinát-dehidrogenáz, FH: fumarát-hidratáz vagy más néven 







A tumorsejtek számára fontos nem esszenciális aminosav a glutamin. A Warburg-
fenotípussal rendelkező daganatsejtekben a citromsav ciklus funkciójának 
fenntartásában és az intermedierek visszatöltésében nagy szerepe van a már említett 
anaplerotikus reakcióknak, erre példa a glutamin átalakítása és hasznosítása a 
citrátkörben [4, 40]. A glutamin transzporterek segítségével jut a sejtekbe, ahol a 
glutamináz (Gls) glutamáttá alakítja. A glutamátból a glutamát-dehidrogenáz α-
ketoglutarátátot (citromsavciklus intermedier) képez [41]. A glutamin prekurzora több 
nem esszenciális aminosavnak is (pl. aszpartát, alanin vagy prolin), nitrogéndonorként 
is szolgálhat a nukleotidok szintézisében; és fontos szubsztrát a zsírsav szintézisben 
hypoxiás daganatsejtekben (glutamátból képződő α-ketoglutarát reduktív 
karboxilációval citromsavvá alakul, mely tovább alakulva a lipid termelésben 
hasznosul). Végül, de nem utolsó sorban glutation szintézisen keresztül szerepet játszik 
az antioxidáns folyamatokban is [4, 40, 42, 43]. 
1.3. Onkometabolit-termeléssel összefüggő mutációk és anyagcsere-változások 
daganatokban 
1.3.1. Az onkometabolitok fogalma 
 
Az onkometabolitok olyan, az anyagcsere-folyamatokban (pl. glikolízis, citrát-
ciklus) normálisan is megjelenő kis molekulák, amelyeknek kóros mennyiségi vagy 
szerkezeti változásai az anyagcsere-folyamatok szabályozásának megváltozását segítik 
elő, és ezen keresztül hozzájárulnak a daganatos sejtek túléléséhez, proliferációjához, a 
daganatos progresszióhoz [44].  
1.3.2. Onkometabolit-termeléssel összefüggő anyagcsereenzim mutációk 
 
Az anyagcsere-folyamatokban résztvevő enzimek funkcióvesztéssel (pl. fumarát- 
hidratáz, szukcinát-dehidrogenáz) vagy funkciónyeréssel (pl. izocitrát-dehidrogenáz) 
járó mutációi a sejtekben fumarát, szukcinát vagy D-2-hidroxiglutarát onkometabolitok 
akkumulációjához vezetnek. Előbbiek szerkezete hasonló, ebből adódó, részben hasonló 
hatásaik nemcsak a sejtek anyagcseréjét, hanem az epigenetikai szabályozást (pl. 




A HIF-1 transzkripciós faktor α alegysége a transzkripció mester regulátoraként 
működik a hypoxiás válaszreakciókban. Megfelelő oxigénellátottság mellett a 
citoplazmában található prolil-hidroxiláz enzim hidroxilálja a HIF-1α fehérjét, ami 
ennek hatására ubiquitinálódik, majd a proteaszómában lebomlik [44]. A fumarát, 
szukcinát és 2-hidroxiglutarát gátolja az α-ketoglutarát függő dioxigenáz enzimeket, 
köztük a prolil-hidroxiláz enzimet, így előbbi onkometabolitok felhalmozódásakor a 
HIF-1α stabilizálódik és több célgén expresszióját módosíthatja. HIF-1α, számos ismert 
onkogén hatása mellett, transzkripciós faktorként fokozza különböző glikolítikus 
fehérjék, pl. a glükóz transzporter 1 (GLUT1), hexokináz (HK) vagy laktát-
dehidrogenáz A (LDH-A) expresszióját, így a sejtek anyagcseréjében (a metabolikus 
profilban) a glikolítikus irányú folyamatokat erősíti fel [8, 44, 46]. 
A következő alfejezetben a szukcinát-dehidrogenáz, fumaráz és izocitrát-
dehidrogenáz anyagcsereenzimek mutációi és azok következményei kerülnek 
bemutatásra. 
1.3.3. A leggyakoribb anyagcsereenzim mutációk és az azokkal összefüggő 
daganatos betegségek 
 
A szukcinát-dehidrogenáz a mitokondriális energiatermelésben összeköti a citromsav 
ciklust és az elektrontranszportláncot. Az enzim alegységeit érintő (SDH A/B/C/D vagy 
F2) mutációk hatására, a funkcióvesztés következményeként felhalmozódik a szukcinát. 
A szukcinát felhalmozódása a HIF-1α stabilizáció mellett fokozott aszpartát szintézist is 
előidézhet [47]. Mindezek nagyban megnövelik a gasztrointesztinális stroma tumorok, 
vesecarcinoma, paraganglioma vagy phaeochromocytoma kialakulásának esélyét (5. 
ábra) [47, 48].  
A fumarát-hidratáz (FH) a fumarát hidratációját végzi, eredményeként L-malát 
keletkezik. A FH csíravonal funkcióvesztő mutációt elsőként leiomyomatosisban és 
világossejtes vesedaganatokban írták le, de szerepük lehet a phaeochromocytoma, II-es 
típusú papillaris vesecarcinoma patogenezisében is.  A felhalmozódó fumarát a 
szukcináthoz hasonlóan hozzájárul a HIF-1α stabilizációjához [8, 45]. 
Az izocitrát-dehidrogenáz (IDH) az izocitrát oxidatív dekarboxilációját katalizálja, 
melynek során α-ketoglutarát és CO2 képződik, valamint egy NAD+ molekula NADH-




IDH2 és az IDH3 mitokondriális. Mutációi az enzim funkciójának változásához 
(funkciónyeréshez) vezetnek, a mutáns enzimek az α-ketoglutarátot szubsztrátként 
használják és D-2-hidroxiglutaráttá alakítják át. A mutáns enzim NADH-t vagy 
NADPH-t fogyaszt, így hozzájárul a ROS (reaktív oxigén származék – szabadgyök) 
termeléshez is.  A D-2-hidroxiglutarát fokozza a HIF-1α stabilitását, továbbá az 
előbbivel párhuzamosan gátolja a hiszton és DNS demetilázok működését is, így a 
genom globális hipermetilációját is eredményezi (5. ábra) [49, 50]. A 2-hidroxiglutarát 
L-2-hidroxiglutarát formában is jelen lehet a sejtekben, aminek képződését nem az IDH, 
hanem a malát-dehidrogenáz vagy a laktát-dehidrogenáz enzim katalizálja hypoxiás 
körülmények között. Az L-2-hidroxiglutarát azonban jóval kisebb mennyiségben 
képződik, mint az IDH mutáció következtében termelődő D-2-hidroxiglutarát [51]. 
Az IDH mutációk gyakoriak gliomákban, elsősorban „low grade” astrocytomákban, 
oligodendrogliomákban, szekunder glioblastomákban (80%), ritkábban primer 
glioblastomákban és gyerekkori agydaganatokban is előfordulnak. A gliomák 
kialakulásában az IDH mutáció megjelenését a tumorigenezis első lépésének tartják [52, 
53].  
Gliomákon kívül az IDH mutáció jellemző a felnőttkori akut myeloid leukémiák 15-
20%-ában, a chondrosarcomák közel 50%-ában, de előfordul cholangio-, pajzsmirigy-
carcinomában, vagy colorectalis carcinomában is. Míg gliomákban az IDH mutáció 
egyértelműen jobb prognózissal függ össze, aminek háttere még nem tisztázott, addig a 






5. ábra. A szukcinát, fumarát és D-2-hidroxiglutarát onkometabolitok szerepe a 
HIF-1α stabilizációjában és epigenetikai változásokban (forrás: [8] alapján 
készített ábra). A szukcinát, fumarát, D-2-hidroxiglutarát α-ketoglutarát függő 
dioxigenázokat gátolnak (kompetitív inhibitorai az α-ketoglutarátnak), ilyen például a 
prolil-hidroxiláz enzim is (PHD), melynek gátlása a HIF-1α stabilizálásával és 
transzkripciós hatásainak fokozásával jár. Dioxigenázok mellett gátolt enzimek a TET 
(ten eleven translocation) és a jmjC (Jumonji C) demetilázok is, ami hipermetilált 
genotípust eredményezhet. α-KG: α-ketoglutarát; D-2-HG: D-2-hidroxiglutarát; HRE: 
hormon response element; VHL: von Hippel-Lindau fehérje 
 
1.3.3.1. Gliomák: szövettani besorolás, IDH mutáció, lehetséges bioenergetikai 
szubsztrátok 
 
A gliomák a leggyakoribb felnőttkori, központi idegrendszert érintő rosszindulatú 
daganatok. Gliális sejtekből alakulnak ki, melyek normális funkciója az idegrendszer 
tápanyag- és energiaellátásának biztosítása, továbbá a vér-agy gát funkciójának 
megőrzése. A gliasejtek részt vesznek a neuronhálózat homeosztázisának 




Az astrocyták tápanyagellátást és támasztó, vázszerepet biztosítanak a neuronok 
számára; az oligodendrocyták az axonok mielinhüvelyét alkotják; a microglia sejtek 
fagociták, az elpusztult idegsejtek és patogének eltávolítását végzik; míg az 
ependymális sejtek a cerebrospinális folyadékegyensúlyt szabályozzák [55]. 
A glioma, összefoglaló elnevezés a gliális eredetű tumorok megkülönböztetésére, 
amelyek közé az astrocytomákat, az oligodendrogliomákat és a glioblastomákat 
sorolhatjuk [56]. A gliomák különböznek agresszivitásukban és malignitásukban. A 
lassan növekvő gliomák jobban kezelhetőek, míg a gyorsabban növő, invazív típusok 
kezelése nagy kihívást jelent, kevés sikerrel. Grádus szerint négy csoportot 
különböztetnek meg. „Grade I”: pilocytás astrocytoma, lassan növekvő, viszonylag 
könnyen kezelhető, felnőttekben ritkán előforduló daganat; „grade II”: „low grade” 
gliomák: astrocytomák és oligodendrogliomák, melyek fiatal felnőttekben fordulnak elő 
és esetenként átalakulhatnak III. vagy IV. grádusú gliomává; „grade III”: malignus 
gliomák, anaplasztikus astrocytomák és anaplasztikus oligodendrogliomák, melyek 
gyorsan és agresszíven növő daganatok, sebészeti eltávolításuk nehéz; „grade IV”: 
glioblastoma multiforme (GBM), a legagresszívabb és a leggyakoribb elsődleges 
agydaganat, az agy más területeire is gyorsan átterjedhet [56, 57]. 
Az IDH mutációt bizonyos gliomák kialakulásában korai változásnak tartják. Az 
IDH1 mutáció következtében D-2-hidroxiglutarát onkometabolit akkumulálódik a 
sejtekben, ami epigenetikai és anyagcsere-változásokat, valamint a szabad gyök szint 
emelkedését okozva segíti a tumorprogressziót [52]. A WHO 2016-os patológiai glioma 
besorolásában az IDH mutáció az osztályozás egyik fontos tényezője, nagy százalékban 
fordul elő a gliomákban és prognosztikai szereppel is bír [56, 57]. Előbbiek mellett 
fontos genetikai tényező és az astrocytomák fontos markere, a magi ATRX (X-
kromoszómához kapcsolt alfa-talasszémia/mentális retardáció) vesztése, illetve az 
oligodendroglioma sejtekben a 1p/19q kodeléció. Astrocytomákban összefüggést 
találtak az IDH mutáció és ATRX génvesztés előfordulása között: amennyiben az IDH 
vad, akkor ATRX vesztés sem jellemző a tumorra. Utóbbi genetikai változások a primer 
glioblastomákban – ahol az IDH mutáció nem jellemző – nagyon ritkán fordulnak elő. 
IDH mutáns gliomákban a citoszolikus IDH1 enzim (R132H) funkciónyeréses 
mutációja a leggyakoribb, ami a „low grade” gliomák és a szekunder glioblastomák 




Az IDH1 R132H mutáns fehérje kimutatása immunhisztokémiai festéssel is 
elvégezhető. Amennyiben ez a festés negatív, további mutációk kimutatása szekvenálást 
(pl. Sanger szekvenálás) igényel, meghatározott betegcsoportokban (életkor és egyéb 
jellegzetességek) döntenek az IDH mutáció további vizsgálata mellett és ilyenkor az 
IDH1 és az IDH2 gén leggyakrabban érintett exonjainak szekvenálását végzik el (6. 
ábra) [56, 58]. 
A primer glioblastomák a leggyakoribb rosszindulatú agydaganatok, az összes 
glioma eset mintegy 50%-át adják, rossz prognózisú, agresszív tumorok, a medián 
túlélésük 12-14 hónap. Az IDH1 mutáció jelenléte jobb prognózissal jár, ahol a medián 
túlélés 3-15 év [59].  
A gliomák terápiája háromféle kezelési lehetőségen alapul: sebészi eltávolítás, 
kemoterápia és besugárzás, melyeket a betegség típusától függően gyakran kombinálnak 
[60]. A műtét célja a daganat minél nagyobb részének eltávolítása. A sugárterápiában 
fontos, hogy a tumorsejtek elpusztítása mellett a normál szövetek kevésbé 
károsodjanak, ezért alacsony tumorgóc szám esetében célzott, sztereoataxiás eljárást 
alkalmaznak. A kemoterápiában a temozolomid alkilálószer (a guanin bázis 
alkilálásával indukálja a tumorsejtek apoptózisát) a leggyakrabban alkalmazott kezelés, 








6. ábra. A gliomák 2016-os hisztológiai osztályozása a WHO szerint (forrás: [67] 
alapján készített ábra). Az IDH1 mutáció a csoportosítás egyik legfontosabb 
paramétere mind astrocytomákban, mind oligodendrogliomákban. Utóbbiak további 
jellemzője az 1p/19q kromoszóma karok kodeléciója is. ATRX: X-kromoszómához 
kapcsolt alfa-talasszémia/mentális retardáció; NOS: másképp nem osztályozható. 
 
Számos gyógyszerfejlesztés, klinikai vizsgálat folyik, melyeknek célja, a gliomák 
hatékonyabb kezelése (eddig egyelőre nem sok eredménnyel). Progressziójuk során az 
IDH mutáns gliomák transzformálódhatnak magasabb grádusú, kevésbé differenciált 
szekunder glioblastomákká. Ilyenkor felmerül egyes gének amplifikációja (pl. EGFR, 
MET, MYC) és a PI3K/AKT/mTOR jelátviteli útvonal fokozott aktivitása is [61].  
A legújabb adatok alapján a gliomasejtek a glükóz mellett (Warburg-effektus) más 
szubsztrátokat is képesek hasznosítani energiatermelő folyamatokban. Maher és 
munkatársai leírták, hogy tápanyag, glükóz megvonás esetén gliomákban az acetát is 
fontos energiaszubsztrát lehet [62, 63]. Az acetátot acetil-KoA-vá alakító acetil-KoA 
szintetáz 2 (ACSS2) enzim expressziója daganatsejtekben fokozott, ami a gliomasejtek 
túlélését is segítheti és hozzájárulhat a rossz prognózishoz [62, 64]. Gliomasejtekben 
további szubsztrát lehet a glutamin is, amit számos tumorsejt hasznosít energia és 




GABAerg és glutamáterg neuronok tápanyagellátásában, valamint a glutamát és 
gamma-amino-vajsav (GABA) neurotranszmitterek megfelelő koncentrációjának 
biztosításában, fenntartásában. Az astrocyták képesek az axonok végződéseinél 
termelődő glutamát és GABA felvételére, majd lebontására, így korlátozzák ezeknek a 
neurotranszmittereknek a hatását [65]. A neuronok és az astrocyták között ún. 
metabolikus szimbiózis alakul ki. A GABA transzporteren (GABA transzporter 1) 
keresztül a sejtekbe kerül, majd GABA-transzamináz és szukcinát szemialdehid-
dehidrogenáz enzimek hatására szukcináttá alakulhat, ami belépve a citromsavciklusba 
részt vehet mitokondriális oxidációs folyamatokban [65, 66]. A GABA oxidációját 
tumorsejtekben még nem vizsgálták. 
 
1.4. Metabolikus adaptáció és heterogenitás 
 
 A tumorsejtek bizonyos része képes alkalmazkodni a legextrémebb, megváltozott 
környezethez, tápanyag-ellátottsághoz és gyógyszeres kezeléshez. A daganatsejtek 
anabolikus folyamatainak intenzitása hasonló a normál, gyorsan proliferáló sejtekéhez. 
A tumorsejtek glükóz és glutamin felvétele, hasznosítása fokozott, utóbbiak 
lebontásának termékei intermedierjei lehetnek a citromsavciklusnak, az oxidatív 
foszforilációnak (energianyerés), a pentóz-foszfát-útnak (nukleinsav szintézis), az 
aminosavak szintézisének (így a fehérjetermelés is) és a lipid szintézisnek egyaránt. 
Ezek a folyamatok szükségesek ahhoz, hogy a proliferációhoz megfelelő mennyiségű 
energia (ATP) és intermedierekből képződő makromolekula álljon rendelkezésre [7, 68, 
69]. A malignus sejtek laktátot, acetátot, szabad zsírsavakat és ketontesteket is képesek 
felvenni a mikrokörnyezetükből, melyeket oxidációs folyamatokra, kémiai 
energiatermelésre vagy akár anabolizmusra is használhatnak. A tumorsejtekben gyakran 
magas ROS szint miatt nagyfokú antioxidáns molekula szintézisére van szükség; a pl. 
pentóz-foszfát-út segítségével NADPH termelése. A NADPH antioxidáns hatása mellett 
kulcsfontosságú elektrondonorként szolgál a lipid szintézisben [69,70]. Az említett 
útvonalak és energiaszubsztrátok nagy száma elősegíti a daganatsejtek nagymértékű 
alkalmazkodóképességét a megváltozott környezeti feltételekhez. Egyes tumorsejtek 
rendkívül gyorsan alkalmazkodhatnak metabolikus szinten a megváltozott 




tudnak glikolízisről oxidatív foszforilációra váltani vagy fordítva), ami szelekciós 
előnyt jelent a tumor túlélésében [4, 68]. A nagyfokú metabolikus plaszticitással 
rendelkező daganatsejtek hozzájárulhatnak a gyógyszeres terápiára adott rezisztencia 
kialakulásához is. Fontos kiemelni azonban, hogy a metabolikus adaptációs képesség 
nagyban függ az aktiválódott onkogénektől, inaktiválódott tumorszuppresszor génektől 
és az aktív jelátviteli útvonalaktól is [7, 70, 71].  
Egy daganaton belül sokféle genetikai és metabolikus profillal rendelkező tumorsejt-
populáció lehet (tumor heterogenitás). A tumorprogresszió vagy gyógyszeres kezelés 
közben a szelekciós nyomás hatására a különböző jellegű tumorsejtek mennyisége, 
aránya változhat, egyes populációk eltűnhetnek vagy akár újak jelenhetnek meg [72, 
73]. A daganaton belül a sejtek anyagcseréjét jelentősen befolyásolja a mikrokörnyezet 
pl. az oxigénellátottság (erektől való távolság). Biztosított tápanyag- és oxigénellátás 
mellett a daganatsejtek ATP-t aerob módon, oxidatív foszforiláció segítségével 
állíthatják elő [69, 73], de oxigén vagy tápanyaghiányos környezetben a Warburg- 
effektus mellett akár autofágiás mechanizmusok is aktiválódhatnak a sejtek túlélése 
érdekében. A stromasejtekben pl. fibroblastokban oxidatív stressz hatására is 
aktiválódhatnak gyakorlatilag hasonló mechanizmusok. A sejtek a glikolízis során 
termelt metabolitokat (pl. tejsav) az extracelluláris térbe juttatják, amelyeket az oxidatív 
tumorsejtek vagy más mikrokörnyezeti sejtek felvehetnek, felhasználhatnak pl. 
oxidálhatnak energianyerés céljából (reverz Warburg-effektus) [26, 29]. A fenti 
folyamatok és a daganatszövet metabolikus heterogenitása fontos szerepet játszik a 
tumorprogresszióban és a terápia rezisztencia kialakulásában (7. ábra) [4, 74, 75].  
 
 
7. ábra. Az intratumorális heterogenitás, metabolikus szimbiózis és tumor 
progresszió kapcsolata szolid daganatokban. A tumorprogresszió során egy adott 




lehetnek jelen, ezt más néven intratumorális metabolikus heterogenitásnak nevezzük. A 
tumoron belül a daganatsejtek más tumorsejtekkel, stromasejtekkel (pl. fibroblastokkal) 
kommunikálnak; ez és az előbb említett metabolikus heterogenitás az egyik lehetséges 
oka a daganatok kemoterápiás kezelésekkel szembeni rezisztenciájának. A kemoterápiás 
kezelés során a tumorsejtek metabolikus alkalmazkodóképessége hozzájárulhat a terápia 
sikertelenségéhez. MRD: minimális reziduális betegség. 
1.5. Anyagcsere-folyamatok szabályozása 
 
A tumorsejtekben a lehetséges anyagcsere-változások szorosan összefüggnek az 
onkogének aktivációjával, a tumorszuppresszor gének inaktivációjával és a jelátvitel 
szabályozási zavaraival. A PI3K/AKT útvonalon számos onkogenikus változás ismert 
pl. az Akt (protein kináz B) hiperaktivációja, a MAPK/ERK útvonalban a RAS 
mutációja vagy akár MYC és HIF-1 transzkripciós faktorok expressziójának 
fokozódása, amelyek a sejtek anyagcsere-változásait is befolyásolják [76, 77]. A 
sejtciklus szabályozásában szerepet játszó p53 gén kiesése vagy a RAS mutáció is 
módosítja a sejtekben megfigyelhető anyagcsere-változásokat [7, 77]. A RAS onkogén 
a humán tumorok közel 25%-ában, míg a p53 körülbelül 50%-ban mutáns vagy deletált 
[6, 79]. A p53-nak jól ismertek a sejtciklus szabályozó és DNS károsodások esetén 
aktiválódó funkciói. Újabb vizsgálatokban a p53 funkcióvesztésének szerepét az aerob 
glikolítikus fenotípus kialakulásában, a GLUT1 és a hexokináz expresszió fokozásában 
is leírták [80, 81].  A RAS onkogén mutációja leggyakrabban a RAS GTP-kötő régióját 
érinti; így a fehérje GTP-áz aktivitása kiesik, ezért nem képes az inaktiváló GTP-GDP 
átalakulás katalizálására, így folyamatosan aktiválja a „downstream” folyamatokat [78]. 
A HIF-1α fontos szerepet játszik a hypoxiás körülményekre adott adaptációs 
sejtválaszokban, számos metabolikus célgén expresszióját is módosítja. A HIF-1 
expresszió emelkedése fokozza a glikolízist, tejsavtermelést, a glükóztranszportot, a 
hexokináz aktivitását, a laktát-dehidrogenáz és a monokarboxilát transzporter 
működését is, ezzel szemben gátolja a citrátkör működését és az oxidatív foszforilációt 
[77, 78].  
A MYC jól ismert onkogén hatású transzkripciós faktor gyakran fokozottan 
expresszált az osztódó tumorsejtekben. A MYC az anyagcsere-folyamatok 




glükóz metabolizmust (MCT1 expressziójának fokozása), a mitokondriális biogenezist 
és a glutaminolízist is [4]. 
A PI3K/AKT/mTOR útvonal konstitutív aktivitását számos daganatban leírták, a 
különböző szabályozó elemeinek mutációja vagy a kináz kaszkád elemeinek aktiváló 
mutációi is ismertek. Az útvonal fokozott aktivitása összefügg a reduktív karboxiláció, 
„csonka” citrátkör, zsírsav szintézis emelkedésével, fokozott glikolízissel (pl. GLUT1 
expresszió emelésével), valamint a gátolt zsírsav oxidációval (pl. a PI3K/AKT aktiváció 
eredményeként emelkedő ATP-citrát-liáz lecsökkenti a karnitin-palmitoil-transzferáz 
expressziót) [82]. Az mTOR fehérjekomplexek kiemelt jelentőségűek a sejtek 
proliferációjának, túlélésének és anyagcseréjének szabályozásában, ami a következő 
fejezetben (PI3K/AKT/mTOR jelátvitel) kerül részletes ismertetésre [71, 82]. 
A tumorsejtek metabolikus profilját a genetikai változások, a daganatok 
kialakulásában résztvevő szabályozási zavarok és a tumor mikrokörnyezeti hatásai 
együttesen befolyásolják. Az említettekhez alkalmazkodva a sejt optimalizálja 
működését, annak érdekében, hogy a proliferációhoz, túléléshez szükséges 
energiaforrások felhasználását és a szükséges bioszintetikus útvonalakat biztosítsa 
(nukleinsavak, fehérjék, lipidek és szénhidrátok felépítéséhez szükséges építőelemeket) 
(8. ábra) [7, 83]. 
 
 
8. ábra. A metabolikus fenotípust befolyásoló és szabályozó tényezők 
daganatsejtekben (forrás: [83], saját közlemény módosított ábrája). A tumorsejtek 




mikrokörnyezeti hatások együttesen meghatározzák. A tumorsejt az előbbiekhez 
alkalmazkodva biztosítja a proliferációhoz, túléléshez szükséges energiát és a 
bioszintetikus folyamatokat, ezek a folyamatok pedig kölcsönösen hatnak egymásra 
(nukleinsavak, fehérjék és zsírok felépítéséhez szükséges intermedierek biztosítása). 
 
1.6. Metabolikus gátlók, a daganatsejtek anyagcseréjét befolyásoló hatóanyagok és 
célpontjaik 
 
   A legtöbb kemoterápiás szer hatása a tumorsejtek fokozott proliferációs képességének 
gátlásán alapul. Több hatóanyag is a daganatsejtek nukleinsav szintézisét gátolja (pl. 5-
fluorouracil, metotrexát, fludarabin), azonban a tumorok jó része rezisztenssé válhat a 
jelenlegi kezelésekre, emiatt sokszor módosítani kell a kezelési stratégiát. A rezisztencia 
problémák hátterében a megváltozott körülményekhez alkalmazkodást biztosító 
metabolikus változások is hozzájárulnak [84]. Fontos megismernünk a domináns 
anyagcsere-folyamatokat és feltérképeznünk a legjobban, leggyorsabban alkalmazkodó 
tumorsejtek bioenergetikai jellemzőit, így teremtve lehetőséget a rezisztens 
daganatsejtre jellemző bioenergetikai útvonalak célzott gátlására. A kezdeti metabolikus 
profil azonban a progresszió során vagy a kezelés hatására is változhat, ezért ezek 
követésére, meghatározására megfelelő módszerek szükségesek. Ebben az alfejezetben 
több lehetséges tumorsejtekre jellemző anyagcsere-változás (pl. aerob glikolízis, 
mitokondriális oxidáció, glutaminolízis, mutáns IDH enzim hatása) és azok gátlásának 
lehetőségeit foglalom össze [85]. 
1.6.1. Glikolízis gátlók 
 
Az aerob glikolízis (Warburg-effektus) a tumorsejtek nagy százalékára jellemző. A 
fokozott glikolízisben a glükóz transzporter 1-nek (GLUT1), hexokináznak és laktát-
dehidrogenáznak kiemelt szerepe van. GLUT1 gátlók például a WZB117 és a silibinin 
preklinikai vizsgálatokban tumorellenes aktivitást mutattak mind in vitro, mind in vivo 
kísérletekben [4]. Hexokináz gátló tulajdonságú 2-deoxiglükóz, 3-brómpiruvát és 
lonidamin proliferáció gátló hatását preklinikai modellekben igazolták, azonban klinikai 
vizsgálatokban (lonidamin fázis II.) sikertelennek bizonyultak. A laktát-dehidrogenáz 




1.6.2. Mitokondriális támadáspontú gátlószerek 
 
Oxidatív foszforilációt gátló vegyületek közül a légzési lánc komplex I-et gátló 
metformin és fenformin hatásait részletesen tanulmányozták. A két szer a komplex I 
gátláson keresztül fokozza az AMPK foszforilációt, AMPK aktivitást. A II-es típusú 
cukorbetegség terápiájában törzskönyvezett metformin preklinikai modellben 
tumornövekedést gátló hatásúnak bizonyult, jelenleg fázis III vizsgálatokban tesztelik 
[4].  Mitokondriális komplex III gátló tulajdonságú az arzén-oxid, amit az FDA 
elfogadott akut promyelocytás leukaemia terápiájában. A mitokondriális biogenezis, 
mitokondriális transzláció gátlására alkalmas a doxiciklin és a tigeciklin, amelyek több 
preklinikai vizsgálatban in vivo daganatellenes hatást mutattak (pl. doxiciklin 
eredmények non-Hodgkin lymphomák fázis II) [4].  
1.6.3. Glutaminolízis gátlók 
 
A glutaminhasznosítás terápiás célpont lehet azokban a daganatokban, amelyek 
jelentős glutamin fogyasztást mutatnak. Glutamináz enzim gátló hatóanyagok a BPTES 
és CB-839, gátolják a citrát-ciklus anaplerózisát, proliferáció gátló hatásukat in vitro és 
in vivo is igazolták. Utóbbi kedvező hatását több szolid tumor fázisvizsgálatában 
vizsgálják (pl. glioblastoma, vesedaganat, tripla-negatív emlőrák) [87-89].  
1.6.4. Egyéb gátlószerek 
 
A részletesen tárgyalt mutáns IDH enzim funkciójának gátlására többféle szert is 
fejlesztettek, az AG-221 – enasidenib - mutáns IDH2 gátló; a AG-120 – mutáns IDH1 
gátló; a AG-881 pedig – pan-mutáns IDH1/2 gátló, melyekkel fázis vizsgálatok 
zajlanak. Az enasidenib IDH2 mutáns kiújuló akut myeloid leukaemia kezelésében 
2017-ben bevezetésre került [53, 90]. 
Az mTOR kináz számos szabályozó funkciója mellett metabolikus szabályozó 
molekula is, így a fokozott PI3K/AKT/mTOR aktivitás is befolyásolja az anyagcserét. 
Az mTOR érzékeli a sejtek energia- és tápanyag-ellátottságát és integrálja a különböző 
növekedési faktorok hatásait. Nevét gátlószeréről kapta, a rapamycin a sejtekben az 
FKBP12 (FK506-binding protein of 12 kDa) fehérjével komplexet alkot és az mTOR 




hatóanyag, gombaellenes és immunszuppresszív hatásai miatt kezdték alkalmazni, 
napjainkban már egyes daganatok kezelésében is használják (lásd később). 
A felsoroltak mellett több metabolikus folyamatot (lipid anyagcsere, autofágia, 
pentóz-foszfát-út) gátló vagy aktiváló hatóanyag preklinikai és klinikai kipróbálása 
zajlik. Az enasidenibhez hasonlóan más anyagcserét befolyásoló hatóanyagok 
daganatterápiás törzskönyvezése is várható. Azonban a megfelelő betegcsoportok 
kiválasztásához meg kell ismerni és figyelembe kell venni a daganaton belüli 
metabolikus heterogenitást és a tumorsejtek metabolikus adaptációs képességét.  
1.7. PI3K/AKT/mTOR jelátviteli útvonal 
 
PI3K/AKT/mTOR útvonal kiemelkedő szerepet tölt be a sejtciklus szabályozásában 
és sejtnövekedésben, a túlélésben és az anyagcsere-szabályozásban is. Az útvonal 
aktivitása számos daganattípusban fokozódik [91, 92]. A PI3K-okat (foszfatidil-
inozitol-3-kináz) sejtfelszíni tirozin-kinázok és más receptor molekulák (pl. hormonok 
és mitogén faktorok) (RTK-k) vagy G-fehérjéhez kapcsolt receptorok (GPCR) 
aktiválják. Az I. osztályba tartozó PI3K-nak elsődleges szerepe a foszfatidil-inozitol 
4,5-biszfoszfát foszfatidil-inozitol 3,4,5-triszfoszfáttá (PIP3) alakításában van, majd a 
PDK1 (3-foszfoinozitid-függő protein kináz-1) és Akt intracelluláris fehérjék 
aktiválásában van [91, 93]. Az Akt daganatbiológiai szerepe szerteágazó, támogatja a 
sejtnövekedést és túlélést, emellett az epiteliális-mezenhimális átalakulást, a tumorsejtek 
invázióját, pl. mátrix metalloproteázok termelésének fokozásán keresztül [94, 95]. 
Az Akt egyik jelentős hatása az mTOR aktiválásban játszott szerepe, igaz az mTOR 
Akt független módon is aktiválódhat (pl. sejt tápanyag-ellátottsága, az AMP 
mennyisége vagy az oxigénszint is befolyásolják működését). Az Akt a TSC1/2 
(tuberous sclerosis 1 és 2) fehérjék foszforilációján, inaktiválásán keresztül és így az 
RHEB kináz aktiválásával vesz részt az mTOR foszforilációban, aktivációjában [96, 
97]. Az mTOR aktivitása is hatással van azonban az Akt funkcióira, az Akt aktivitását 
473-as szerin foszforiláción keresztül fokozza, ami bizonyos Akt függő hatásokhoz (pl. 
túlélés biztosítása, apoptotikus útvonalak gátlása) nélkülözhetetlen [97,98]. Az 
útvonalnak több negatív szabályozó eleme közül jól ismert a TSC vagy a PTEN 
(phosphatase and tensin homologue. [93, 99] (9. ábra). A PTEN (phosphatase and 




részekkel rendelkező fehérjék (például PDK1 és Akt) nem tudnak a plazmamembránhoz 
kötődni és aktiválódni (9. ábra) [93, 99].  
 
 
9. ábra. RTK/PI3K/AKT/mTOR jelátviteli pálya és annak elemei (forrás: [11] 
alapján készített ábra). Az RTK aktiválódása és intracelluláris foszforilációja fokozza 
a PIP2 PIP3-má történő alakítását, mely a PH domént tartalmazó fehérjékhez köt, 
például az Akt-hoz (más néven PKB). Az Akt fehérjét a T308-on (treonin 308) a PDK1; 
S473-on (szerin 473) az mTORC2 foszforilálja és aktiválja. Az Akt a TSC1/2-t és a 
GSK3-t gátolja. A RHEB fehérje TSC1/2 foszforilációja után az mTORC1 komplexet 
aktiválja. Az mTORC1 foszforilálja az S6K1/2-t (S6 kináz), fokozva ezzel annak 
transzlációs hatásait, míg a 4E-BP1-et (4E kötő fehérje 1) foszforilálva inaktiválja, így 
fokozza az EIF4E – elongációs iniciációs faktor 4E fehérje aktivitását és az általa 
közvetített hatásokat; valamint foszforilálja és inkativálja az ULK1-t (Unc-51 like 
autophagy activating kinase 1) így gátolja az autofágiát. Az mTORC2 az SGK1 (szérum 






1.7.1. mTOR komplexek szerkezete és funkciói 
 
Az mTOR központi regulátora az emlős sejtek anyagcseréjének, működésének – 
mTOR „knock-out” egér pl. életképtelen – fontos funkciót tölt be a máj, izmok, agy, 
zsírszövetek (fehér és barna) normál működésében. Működési zavarait összefüggésbe 
hozzák a cukorbetegséggel, az elhízással, a depresszióval, az öregedéssel és a daganatok 
megjelenésével is [92, 94]. 
Az mTOR szerin/treonin kináz nevét az 1970-es években Húsvét-szigeten (Rapa 
Nui) felfedezett Streptococcus hygroscopicus baktériumfajból izolált molekuláról 
(rapamycin) kapta, melynek elsőként antifungális és immunszuppresszív, később pedig 
daganatellenes hatását is felfedezték. Az mTOR kinázt szerkezete alapján foszfatidil-
inozitol-3-kinázt kötő kináz (PIKK) csoportba sorolható. N-terminális végén két α-
hélixekből álló HEAT (Huntington, elongációs faktor 3, PR65/A) motívum található. 
Ezt C-terminális irányba haladva egy FAT (FRAP–ATM–TRRAP) domén követi, mely 
az FRB (FKBP12-rapamycin-kötő) domén következik. Az FRB régióhoz nagy 
affinitással képes kötődni az FKBP12-rapamycin komplex, ami gátolja az mTOR 
aktivitását. Az FRB régió után található a kináz domén, majd ezt követi a szabályozó 
funkciót ellátó PRD domén (protein reguláló domén). A fehérje C-terminálisán a FATC 
(FRAP-ATM-TRRAP-C-terminal) régió található (10. ábra) [100, 101]. 
Eukariótákban nem egy, hanem kétféle TOR kináz komplex működik: az TOR 
komplex 1 (TORC1) és az TOR komplex 2 (TORC2). Az TORC1-nek kiemelkedő 
szerepe van a sejtek növekedésében és a stresszhelyzetekhez való alkalmazkodásában, 
így az ezekkel összefüggésben lévő sejtanyagcsere-folyamatok szabályozásában [97, 
98]. Az emlős TORC1 komplexben (mTORC1) a kináz (mammalian/mechanistic target 
of rapamycin – mTOR kináz) mellett a Raptor (regulatory associated protein of mTOR) 
vázfehérje, a GβL/MLST8 fehérje (mTOR associált protein LST8 homológ) található, 
és kapcsolódhatnak negatív szabályozó fehérjék is a komplexhez - a DEPTOR (DEP-
domain interactor of mTOR) és a PRAS40 (proline-rich AKT substrate of 40 kDa). (10. 





10. ábra. Az mTOR fehérje doménjei és az mTORC1 és C2 által integrált és 
szabályozott tumorbiológiai folyamatok (forrás: [100] alapján készített ábra). A C1 
(a.) és C2 (b.) komplex alegységeit és az mTOR fehérje doménszerkezetét (HEAT: 
Huntington, elongációs faktor 3, PR65/A; FAT: FRAP–ATM–TRRAP; FRB: FKBP12-
rapamycin-kötő; FATC: FRAP-ATM-TRRAP-C-terminal); illetve a két mTOR 
komplex sejtek proliferációját, növekedését érintő szabályozási kapcsolatait (c.) 
mutatom be az ábrán. 
 
A szerkezeti vizsgálatok eredményei alapján az mLST8 az mTOR kináz doménjéhez 
köt, míg a rapamycin-FKBP12 komplex az FRB motívumhoz kapcsolódhat, a 
katalitikus helyen kizárva a szubsztrátokat az aktív centrumból, amely az mTOR 




és oxigénellátottságát monitorozó útvonalakkal áll kapcsolatban, elősegíti az anabolikus 
folyamatokat (proliferáció), gátolja a katabolikus folyamatokat (autofágia), de szerepe 
van a glikolízis, a lipid szintézis és a nukleinsav szintézis vagy akár az angiogenezis 
szabályozásában is [104, 105, 106]. Az mTORC1 kináz foszforilálja az S6K-t és az 
eukarióta transzlációs iniciációs faktor 4E-kötő fehérjét (4E-BP), ezekkel elősegítve 
számos fehérje transzlációját; pl. fokozza a ciklin D1 expressziót, a HIF-1α 
transzlációját. Az mTORC1 megfelelő tápanyag-ellátottság esetén negatívan 
szabályozza az autofágiát, pl. az autofágia iniciációs komplex fehérjéinek 
inaktiválásával pl. ULK1 foszforiláció [107, 108]. További anyagcsere-szabályozási 
szerepét később mutatom be. 
Az mTORC2 komplex alkotói a kináz mellett - hasonlóan az mTORC1 komplexhez - 
az mLST8, a Raptor helyett egy másik vázfehérje, a Rictor (rapamycin insensitive 
companion of mTOR), valamint további alkotó még az mSin1 és a Protor 1/2.  A mSin1 
és a Protor szabályozó funkciókat látnak el. A legújabb röntgen kristály-térszerkezeti 
vizsgálatok eredményei igazolják, hogy az mTORC2 komplexben FKBP-12-rapamycin 
az FRB régió helyzete miatt nem képes kötődni a komplexhez [98, 100]. Egyes hosszú 
távú mTORC1 gátló kezelések esetében azonban a C2 komplex aktivitásának 
csökkenését is kimutatták, amit az mTORC1 aktivitás mTORC2 komplex kialakulását 
szabályozó funkcióival magyaráznak (10. ábra) [100, 109, 110]. 
1.7.2. mTOR és az anyagcsere-szabályozás kapcsolata tumorokban 
 
Az mTOR komplexek aktivitása hozzájárul a proliferációhoz szükséges 
bioenergetikai folyamatok támogatásához. A magas mTOR aktivitás elősegíti a 
Warburg-effektus kialakulását: a glükóz transzporter (például GLUT1) és a 
glikolízisben résztvevő enzimek (hexokináz, foszfofruktokináz) expressziója 
megnövekszik, citrát-ciklus működése megváltozik („csonka” citrátkör), módosul a 
zsírsav szintézis (ATP-citrát-liáz expresszió fokozása, karnitin-palmitoil-transzferáz 
expresszió csökkenése), amely folyamatok a képződő kémiai energia mellett, a 
különböző intermediereken keresztül hozzájárulnak számos bioszintetikus igény 
kielégítéséhez [93, 96]. Az mTORC1 szerepe a fehérje szintézis szabályozásában került 




katabolikus folyamatok egyensúlyának fenntartásában is felismerésre és egyre 
pontosabb leírásra került [111, 112]. 
 Az S6K1 aktiválását az mTOR a 389-as treonin foszforilációjával segíti. Az S6K az 
S6 riboszomális protein foszforilációjával segíti a transzláció folyamatait, de a CAD 
(karbamoilfoszfatáz szintetáz 2; aszpartát-transzkarbamiláz; dihidro-orotáz) 
foszforilációján keresztül támogatja a pirimidin szintézis néhány lépését is. Az S6K1 
aktivitása hozzájárul a SREBP (sterol regulatory elements binding protein 1-2) fehérjék 
aktiválásához is, ami transzkripciós faktorként fokozza a lipid biogenezisben (zsírsavak, 
koleszterin és NADPH szintézise) és a nukleotid szintézisben (pentóz-foszfát-út 
fokozása) szerepet játszó fehérjék génexpresszióját [96, 113]. Az mTORC1 komplex 
előbbitől függetlenül a lipint (foszfatidsav-foszfatáz) foszforilációval inaktiválja, így 
tovább fokozza az SREBP transzkripciós hatásait. Az mTORC1 aktivitását az 
intracelluláris aminosav koncentráció képes befolyásolni RaG GTP-áz szabályozók 
közreműködésével, a fehérjekomplex lizoszomális transzlokációján keresztül [96, 114]. 
Az mTORC1 a lebontó folyamatok gátlásával is segíti a sejtek növekedését, például 
megfelelő tápanyag-ellátottság esetén gátolja az autofágiát, az autofágia iniciációs 
komplexben (ATG1/ULK iniciációs komplex) található ULK1 (autophagy initiating 
kinase) és az ATG13 fehérjék foszforlilásán keresztül [106]. Az éhezéskor az ATG13 
foszforilációs szintje előbbiek miatt csökken, de ilyen állapotban az AMPK mTOR 
függetlenül foszforilálja az ULK1-et is (S317-en), segítve az autofágia mechanizmusát 
[106, 115]. 
Az mTORC1 és mTORC2 többféle mechanizmuson (pl. transzkripciós faktorokon, 
illetve a fehérje szintézis riboszómális folyamatain) keresztül szabályozhatja a c-MYC 
expresszióját [96]. A c-MYC fokozza a glikolízis és a glutaminolízis folyamatában 
résztvevő enzimek/transzporterek expresszióját (pl. glükóz transzporterek, LDH-A, 
glutamin-transzporter, glutamináz enzim) [116, 117]. 
Összefoglalásként elmondható, hogy míg az mTORC1-komplex szabályozó szerepe 
elsősorban a glikolízis fokozásában, nukleinsavak, lipidek és fehérjék bioszintézisében 
kulcsfontosságú, addig az mTORC2 elsősorban az Akt Ser473-as foszforilációján 
keresztül járul hozzá bizonyos metabolikus folyamatok szabályozásához (pl. 




Nem véletlen, hogy az mTOR komplexek szabályozási zavarainak szerepét a 
daganatok mellett számos betegség köztük az inzulinrezisztencia, az Alzheimer kór és a 
Parkinson kór kialakulásában is egyre több adat támogatja [100, 108]. 
1.7.3. mTOR gátlók 
 
Az mTOR inhibitor (mTORC1 gátló) rapamycint először – T sejt aktivációt blokkoló 
hatásaira alapozva – immunszuppresszív szerként törzskönyvezték 1999-ben 
(szervtranszplantáció). A rapamycin tumornövekedést gátló hatását már a 80-as években 
felismerték több humán sejtvonal in vitro vizsgálatában, majd 2002-ben írták le in situ 
direkt daganatnövekedést gátló hatásait vesetranszplantált beteg poszttranszplantációs 
tumorának kezelése közben [119]. Ezt követően számos vizsgálat indult, melyeknek 
végeredményeként néhány évvel később törzskönyvezték az első rapalógot onkológiai 
kezelésben. Farmakokinetikai okokból (oldékonyság és stabilitás) a rapamycin 
származékok (rapalógok) fejlesztése után kezdték alkalmazni a temsirolimust és az 
everolimust. A rapamycin és a származékait az első generációs mTOR inhibitorok közé 
soroljuk [119, 120]. 
A rapamycin az FKBP-12 immunofillin fehérjével képez komplexet, mely kötődik az 
mTORC1 kináz FRB doménjéhez, ezzel inaktiválja az mTOR komplexet és gátolja az 
általa szabályozott folyamatokat: S6 kináz aktivációt teljes mértékben, míg ezzel 
szemben a 4E-BP1 foszforilációt csak kismértékben [121, 122, 123]. 
A temsirolimus és az everolimus a rapamycin észterei, melyek „prodrug” formájában 
kerülnek alkalmazásra. Az FDA (Food and Drug Administration) 2007-ben, ill. 2009-
ben engedélyezte a két hatóanyagot előrehaladott világos sejtes vesecarcinoma 
kezelésére, majd az European Medicines Agency (EMA) köpenysejtes lymphomákban. 
Jelenleg az everolimus exemastannal (aromatáz gátló) kombinálva a menopauza utáni, 
hormonreceptor pozitív, HER2 negatív emlőcarcinomában másodvonalban 
alkalmazható szer. Az everolimust endometrium daganatokban, glioblastomákban, akut 
myeloid leukémiák és sarcomák egyes típusaiban másod- vagy harmad vonalbeli 
szerként alkalmazzák [119, 123]. Számos klinikai fázisvizsgálatot végeztek, végeznek 
rapalógokkal több más daganattípusban, például előrehaladott gyomorrákban, nem 




A rapalógok a konvencionális kemoterápiás szerekhez képest kevesebb 
mellékhatással rendelkeznek. Ilyen mellékhatás a pneumonitis (páciensek közel 10%-
ában), fertőzésekre való hajlam megnövekedése (immunszuppresszív hatás miatt), 
bőrkiütések, hiperlipidémia, hiperglikémia és stomatitis. Utóbbi a betegek felére 
jellemző és glükokortikoidokkal mérsékelhető [126, 127]. 
Az elsőgenerációs rapalógok önmagukban kismértékű gátló hatást mutattak szolid 
daganatokban. A gyógyszerfejlesztések után megjelentek az újgenerációs mTOR 
inhibitorok, melyek mindkét mTOR komplex aktivitását, illetve a PI3K/AKT/mTOR 
útvonal más kináz aktivitású fehérjéit is, mint például a PI3K aktivitását is 
csökkenthetik. Ezek kis molekulasúlyú, az útvonalban szereplő kinázok katalitikus 
alegységét gátló vegyületek. Mindkét mTOR komplex aktivitását gátló szerek például a 
PP242 (Torkinib), INK128, OSI027, amelyek hatása ATP kompetíciós hatáson alapul. 
A PP242 hatékonyan csökkenti a 4E-BP1 foszforilációját, amire a rapalógok nem, vagy 
csak kismértékben képesek [119, 123]. A PP242-t klinikai vizsgálatokban, hematológiai 
(myeloma multiplex) és szolid daganatokban (prosztata carcinoma, endometrium rák) 
tesztelik jelenleg. Mivel az mTOR fehérje FAT, FATC és kináz doménjei konzerváltak, 
felismerték, hogy a PI3K inhibitorok nemcsak a PI3K fehérjéhez, de az mTOR kinázhoz 
is kötnek, így egyszerre – más PI3K-ok mellett – képesek mindkét mTOR komplex 
gátlására. Ilyen gátlók az NVP-BEZ235, a XL765 és a GSK2126458, melyekkel szolid 
(pl. glioblastoma) és hematológiai (lymphoma) malignus daganatokban folyik klinikai 
vizsgálat (11. ábra) [119, 128, 129]. 
A legújabb, harmadik generációs mTOR inhibitornak tekintik a Rapalink-1-et, amit 
az mTOR gátló kezelésben kialakuló rezisztencia kiküszöbölésére fejlesztettek ki. A 
hatóanyagot a rapamycin és az MLN0128 ATP kompetitív inhibitor konjugálásával 
alakították ki. Egyelőre terápia rezisztens glioblastomákon vizsgálják hatását [119, 130]. 
Az újabb generációs mTOR gátlók hátránya, hogy jóval több mellékhatással 
járhatnak, mint a rapalógok. Toxicitás problémák léphetnek fel, amely miatt a kezelés 
felfüggesztésre kerülhet, éppen ezért a mellékhatások folyamatos monitorozása és 





11. ábra. mTOR gátlók: mTORC1 inhibitorok, duál PI3K/mTOR gátlók és 
mTORC1/mTORC2 gátló hatású vegyületek és támadáspontjaik (forrás: [132] 
alapján készített ábra). mTORC1 inhibitor a rapamycin, everolimus, ridaforolimus és 
temsirolimus. A PI3K és mTOR komplexeket egyaránt gátló, duál inhibitorok például a 
NVP-BEZ235 és GDC-0980. Az mTORC1 és mTORC2 katalitikus doménjét gátló 





A malignus tumorok egyik fontos jellemzője, hogy a túlélés és a proliferáció érdekében 
képesek megváltoztatni anyagcseréjüket. Munkámban különböző tumorsejtek 
metabolikus változásait (metabolikus profilját), szubsztrát hasznosítását, illetve ezekkel 
összefüggésben az mTOR aktivitás változásait vizsgáltam, céljaim a következőek 
voltak:  
a. Eltérő szubsztrát hasznosítású sejtvonalak mint in vitro modellek segítségével 
metabolikus jellemzésre alkalmas analitikai és egyéb módszerek - bioenergetikai 
profil meghatározások beállítása 
b. Az izocitrát-dehidrogenáz 1 enzim (IDH1) mutáns HT-1080 fibrosarcoma sejtek 
2-hidroxiglutarát (2-HG) onkometabolit-termelésének vizsgálata 
- tömegspektrometriai módszerek kidolgozása, fejlesztése  
- az IDH mutáció és az mTOR aktivitás változás kapcsolatának 
  vizsgálata 
c.   mTOR gátló kezelések metabolikus és onkometabolit-termelést befolyásoló   
      hatásainak vizsgálata in vitro és in vivo kísérletekben 
d. vad és mutáns IDH1 fehérjét overexpresszáló glioma sejtvonal pár, illetve más 
glioma sejtvonalak több szempontú összehasonlító vizsgálata  
- tumor növekedési sajátosságok és metabolikus jellemzők (metabolikus 
 profil és szubsztrát hasznosítás, onkometabolit-termelés forrásának) 





3.1. Vizsgált in vitro, in vivo modellek és humán szövetek 
3.1.1. Sejt- és szövettenyésztés – in vitro vizsgálatok 
Anyagcsere-vizsgálatainkban az alábbi humán tumorsejtvonalakat használtuk: HT-
1080, fibrosarcoma; Oscort, osteosarcoma; MDA-MB231, BT-474, ZR-75.1 emlő 
carcinomák; HepG2, hepatocellularis carcinoma; U937 akut myeloid leukaemia; A-
2058, melanoma; U251 MG, U87 MG, U373 MG glioma sejtvonalak. Az IDH1 
mutáció tanulmányozására mutáns IDH1 R132H-t overeszpresszáló U251 MG glioma 
sejtvonalat használtunk, amit Dr. William Leenders-től (Radboud University Medical 
Center, Nijmegen, Hollandia) kaptunk [133]. A sejtvonalak – az U373 MG glioma 
sejtvonal (amit prof. Dr. Sáfrány Géza bocsátott rendelkezésünkre) kivételével – az 
American Type Tissue Culture (ATCC) bankból származnak. 
A sejtek tenyésztéséhez az ATCC adatlapoknak megfelelő médiumokat (RPMI 
1640/DMEM high glucose) használtuk 10% fötális borjú savó (hő inaktivált FBS, 
Merck-Sigma Aldrich) és 0,5% gentamycin (Sandoz) vagy 100 UI/ml penicillin-
streptomycin (Merck-Sigma Aldrich) antibiotikumok mellett. 
 A sejteket 37°C-on, 5%-os CO2 koncentráció mellett tenyésztettük. Az adherens 
sejteket 2-4 naponta passzáltuk (tripszin-EDTA – Merck-Sigma Aldrich). 
Vizsgálatainkhoz T25, T75 tenyésztőflaskákat vagy 6-, 24-, illetve 72-lyukú plate-eket 
használtunk a sejtvonaltól, a kísérlet típusától, az inkubációs idejétől és a sejtszám 
igényétől függően. A vizsgálatokban az alkalmazott technikáktól és a sejt proliferációs 
tulajdonságaitól függően 2000-600.000 sejtszámokkal indítottuk az adott kísérletet. 
3.1.2. Kezelőszerek, inhibitorok, metabolitok és biológiai hatásaik vizsgálata 
 
In vitro kísérleteinkben mTOR komplex gátlókat, valamint olyan hatóanyagokat 
tanulmányoztunk, amelyek inhibitorai a sejtek energia-, és anyagcsere-folyamatainak pl. 
a glutaminolízis vagy a mutáns IDH1 enzimnek. Az alkalmazott mTOR inhibitorok: 
rapamycin C1 gátló (0,1-200 ng/ml, Merck-Sigma Aldrich); PP242 C1/C2 inhibitor (1 
µM, Tocris, R&D Systems); NVP-BEZ235 – kettős PI3K és mTORC1 és C2 inhibitor 
(1 µM, Cayman); valamint glutaminolízis inhibitorokat: BPTES (10-20 µM Merck-




Metabolithatások rövid távú (24h-72h) vizsgálatában D-2-hidroxiglutarát nátrium 
sóját (0,5 mM és 4 mM Merck-Sigma Aldrich) és GABA-t (5 mM, Merck-Sigma 
Aldrich) alkalmaztunk. Kísérleteinkben standard kemoterápiás szerként doxorubicint 
(50 ng/ml, Merck-Sigma Aldrich) és temozolomidot (100-300 µM, Merck-Sigma 
Aldrich) használtunk. A hatóanyagoknál az alkalmazott dózist az irodalmi adatok 
alapján választottuk ki, de számos esetben vizsgáltuk a dózist és időfüggést is (pl. 
rapamycin, PP242, NVP-Bez235). Ahol oldószerként DMSO-t használtunk a 
hatóanyagok feloldására, ott a kontroll tenyésztőedényekhez a maximálisan alkalmazott 
oldószermennyiséget adtuk hozzá. Az inkubációs idők az adott kísérlettől függően 1-72 
h-ig változtak. Kísérleteink során először megvártuk a sejtek letapadását (az adherens 
sejteknél), ezt követően médiumot cseréltünk és hozzáadtuk a vizsgálni kívánt 
kezelőszert. 
3.1.3. Proliferáció és apoptózis vizsgálata 
 
A sejtek proliferációjának vizsgálatát mitokondriális reduktáz aktivitáson alapuló 
Alamar blue teszttel végeztük. Az Alamar blue oldatot (resazurin, Thermo Fisher 
Scientific) 10 μg/ml végső koncentrációban használtuk, a 96-lyukú plate-ken 4 órán 
keresztül. A metabolikusan aktív sejtek átalakítják a reagenst, így a festék színe a sejtek 
proliferációjától függően változik. Fluoriméterrel határoztuk meg a minták 
fluoreszencia értékeit (570-590 nm, Ascent szoftver; Fluoroskan Ascent FL, 
Labsystems). Az eredményeket a kezeletlen kontroll sejtek %-ában adtuk meg.  
Az apoptotikus sejtek százalékos arányát áramlási citometriával határoztuk meg 
csoportunk korábban közölt módszere alapján [134]. Az egysejt szuszpenziós mintákat 
(tripszin-EDTA-val, mint passzáláskor) 70% etanolban fixáltuk, majd -20°C-on 
tároltuk. A méréseket megelőzően lúgos extrakciót (200 mM Na2HPO4, pH 7,4), RNáz 
(1 µg/100 µl; Merck-Sigma Aldrich) emésztést és propidium-jodid festést (10 µg/ml, 
Merck-Sigma Aldrich) végeztünk. Mintánként 10-20.000 eseményt mértünk FL2, FSC 
tartományban áramlási citométerrel (BD Biosciences), majd az adatokat Winlist (Verity 





3.1.4. Xenograft modell létrehozása HT-1080 fibrosarcoma sejtekkel – in vivo 
vizsgálatok 
 
8-10 hetes, 20-23 g-os SCID egerekbe subcutan 2 x 106 HT-1080 tumorsejtet 
oltottunk. A tumorok további egerekbe való átoltása után a tapintható tumorok 
megjelenését követően kezdtük meg a kezeléseket. A kezelt csoport 3 mg/egér 
testtömeg (kg) mennyiségű rapamycint (Rapamune 1 mg/ml, Wyeth Europa) kapott heti 
három alkalommal három hétig szájon át (per os) szondázással. A kontroll csoport 
fiziológiás sóoldatot kapott. A testtömeget és a tumor méretét rendszeresen mértük. A 
tumortérfogatot az alábbi képlet alapján határoztuk meg: п/6 × (2 × rövidebb 
átmérő + hosszabb átmérő) /3). 
A kísérlet végén a tumorok tömegét mértük, majd 4%-os formalinban fixáltuk. 
Minden tumor egy kis részét (80-180 mg tumor) folyékony nitrogénbe is 
lefagyasztottuk és -80°C-on tároltuk az LC-MS mérésig. A formalin-fixált mintákból 
paraffinba ágyazott blokkok, majd metszetek készültek az immunhisztokémiai 
vizsgálatokhoz. Az in vivo vizsgálatokat intézetünk állatházának PEI/001/2457-6/2015, 
ill. PEI/001/1733-2/2015 azonosítójú engedélyeinek megfelelően végeztük. 
3.1.5. Szöveti multiblokk (TMA) készítése humán glioma biopsziás mintákból – in 
situ vizsgálatok 
 
Humán vizsgálatainkhoz 47 glioma biopsziás mintából szöveti multiblokkokat 
(TMA) készítettünk. Eseteink megoszlása: astrocytoma n=14, oligodendroglioma n=14, 
glioblastoma n=19; nem: nő n=23, férfi n=24; WHO grádus: II n=9, III n=19, IV n=19; 
IDH1 R132H mutáció - pozitív n=32, negatív n=15 szerint. Kontrollként az agy három 
különböző régiójából származó területet, továbbá veseszövetet használtunk [135].  
3.2. Expressziós és mutációs vizsgálatok 
3.2.1. Western blot vizsgálatok 
 
A sejtekből származó minták fehérje expresszióját Western blot technikával 
vizsgáltuk. A sejteket SDS mintapufferben (50 mM Tris-HCl, pH 7,5; 150 mM NaCl; 
1% NP40; 1 mM PMSF; 10 mM NaF; 0,5 mM nátrium-vanadát; 10 mM proteináz 




Centrifugálást (15.000 g, 20 perc) követően a felülúszó fehérjetartalmát Bradford 
módszerrel fotométerrel mértük. Egyenlő mennyiségű – 15-20 µg – fehérjét 2-
merkaptoetanol Laemli puffer (BioRad) 1:20 elegyével 5 percig forraltuk (GLUT1 
kimutatásakor ezt a lépést az antitest gyártói leírásának megfelelően elhagytuk), majd 8-
12,5%-os SDS gélen futtattuk. PVDF membránnal (BioRad) nedves blottolást, majd 
5%-os tejporos (PBS-ben oldott tejpor) (BioRad) blokkolást végeztünk. Ezt követően 
4°C-on éjszakán át az alábbi ellenanyagokkal inkubáltunk: anti-foszfo-mTOR (Ser2448, 
1:1000, #2971; Cell Signaling Technology – CST), anti-foszfo-S6 (Ser 235/236, 
1:1000, #2211; CST), anti-Rictor (1:1000, #2140; CST), anti-Raptor (1:500, #89603; 
Novus), anti-mTOR (1:1000, #2938; CST), anti-S6 (1:1000, #2317; CST), anti-laktát-
dehidrogenáz A (1:1000, #3582; CST), anti-glutamináz (1:1000; #156876; Abcam), 
anti-GLUT1 (1:1000, #652; Abcam), anti-β-F1-ATPáz (1:2000, #14370; Abcam), anti-
GAPDH (1:2500, mca2427; Serotec), anti-pan-Akt (1:1000, #2920; CST), anti-foszfo-
(Ser473)-Akt 1 (1:2000, #4060; CST), anti-foszfofruktokináz-P (1:1000, #8164; 
Abcam), anti-hexokináz-2 (1:1000, #2867; CST) anti-ASCT2 (1:2000, #A304-353A; 
Bethyl), anti-szukcinát szemialdehid-dehidrogenáz – SSADH (1:1000, #129017; 
Abcam) és anti-GABA transzporter 1 (1:500, #426; Abcam). Az előhíváshoz Vectastain 
Elite ABC másodlagos előhívó kitet (Vector) és kemilumineszcens (ECL, 
Thermosfisher) rendszert; KODAK Image Station 4000 MM (Eastman Kodak) vagy C-
Digit kemilumineszcens előhívó készüléket használtuk. Loading kontrollként anti-β-
aktin monoklonális egér elsődleges (#A228; Merck-Sigma Aldrich) és tormaperoxidáz 
(HRP) konjugált anti-egér IgG-vel (CST) másodlagos ellenanyaggal is végeztünk 
reakciót.  
3.2.2. Immuncitokémiai és immunhisztokémiai vizsgálatok 
 
Az IDH1 R132H mutációt hordozó U251 MG glioma sejtekben a mutációt 
immuncitokémiai festéssel igazoltuk. A cytospin lemezeket citocentrifugálás (500 rpm, 
5 perc) után formalinban fixáltuk, majd a diagnosztikai protokoll szerint anti-humán 
IDH1 R132H (1:80, H09 clone; Dianova) festés készült. 
A humán glioma TMA és HT-1080 xenograft tumorszövetéből származó metszeteket 
deparaffináltuk, majd endogén peroxidáz blokkolást követően 0,01 M-os nátrium-citrát 




pufferben blokkoltuk és inkubáltuk elsődleges ellenanyaggal 4˚C-on egész éjszakán át. 
HT-1080 xenograft mintákon anti-p-S6 (1:100, #2211; CST), anti-p-mTOR (1:100, 
#2971; CST), anti-glutamináz (1:200, #156876; Abcam) and anti-LDH-A (1:400, 
#3582; CST) ellenanyagokat; míg TMA vizsgálatokban anti-SSADH (1:500, #129017; 
Abcam) ellenanyagot alkalmaztunk. A reakció detektálásához Novolink (Novocastra) 
rendszert használtunk, DAB/hidrogén-peroxid kromogén/szubsztrát előhívó rendszerrel. 
Háttérfestésként hematoxilin festést használtunk [136].  
A humán biopsziás minták 3DHistech Panoramic Viewer program segítségével H 
(„histo”)-score szerint (0-300-as skálán) értékeltük két független patológus 
szemikvantitív analízise alapján. A H-score értékeket a festődés intenzitás értékéből (0, 
1+, 2+ vagy 3+) és a pozitívan festődő sejtek százalékának szorzatából számítottuk. A 
végső H-score értékeket az egy csoportba tartozó minták átlagából adtuk meg. A humán 
TMA vizsgálatban az SSADH expressziót alacsonynak (H-score 0-149) vagy magasnak 
(H-score 150-300) definiáltuk. 
3.2.3. IDH mutáció igazolása Sanger szekvenálással 
 
IDH1 és IDH2 gén mutációinak vizsgálatában a DNS-t izoláltunk rutin DNS izoláló 
kittel (Roche), majd polimeráz láncreakcióban amplifikáltuk a megfelelő DNS 
szakaszokat (AmpliTaqGold Master Mix) az alábbi primerek segítségével: IDH1 4. 
exonjára tervezett primerek (forward: AAAACTTTGCTTCTAATTTTTCTCTTT, 
reverz: ACATACAAGTTGGAAATTTCTGG); IDH2 4. exonjára tervezett primerek 
(forward: TCTAGACTCTACTGCCTTCCTC, reverz: 
GTCAGTGGATCCCCTCTCCA). Az amplifikáció után tisztítást (ExoSAP-IT kit – 
Affimetrix) követően a direkt szekvenálást (BigDye 3Terminator v3.1 Cycle 
Sequencing Kit, Genetic Analyser 3500 – Applied BioSystem) a Molekuláris 





3.3. Anyagcsere-folyamatok vizsgálatai 
3.3.1. Tumorsejtek szubsztrát oxidációjának vizsgálata 14C-jelzett acetát és glükóz 
tápanyaggal 
 
A vizsgálathoz használt tumorsejteket speciális, energiaszubsztrát szegény (glükóz, 
glutamin és acetát mentes) DMEM D5030 médiumba helyeztük. Médiumcsere után 
tumorsejteket 0,2 µCi/ml nátrium-[1-14C]-acetáttal vagy [1-14C]-glükózzal inkubáltuk. 
Az áramlási kamrában ezt követően meghatároztuk az azonos légköri nyomással 
áthaladó CO2 mentes levegőbe a sejtek által kilélegzett CO2 radioaktivitását (12. ábra); 
a kamra falához illesztett alacsonyabb nyomású gyűjtőkamrába irányított CO2-ot egy 
alkalikus filter kártya (MTA Izotóp Intézet Zrt. biztosította) fogta fel. Az egy órás sejtes 
vizsgálatokban a médiumban oldott CO2-ot citromsavval 60°C-on további inkubálással 
szabadítottuk fel és így kötöttük az alkalikus kártyán. A kártya radioaktivitását, a 
beütések számát ikercsatornás Geiger-Müller számlálóval határoztuk meg. 
 
12. ábra. 14C-jelölt glükóz és acetát energetikai szubsztrátok utáni CO2 termelés 
főbb útvonalainak vázlata. 14C-jelzett energiaszubsztrátokból az ábrán bemutatott 




szubsztrátfelhasználás hatékonysága. A CO2 keletkezésének főbb lehetőségei a 
sejtekben: A) glükóz-6-foszfát (G-6-P) direkt oxidációjából a pentóz-foszfát-úton a 6-
foszfoglükonát-dehidrogenáz enzim katalízisével; B) a piruvát acetil-KoA-vá való 
dekarboxileződésével piruvát-dehidrogenáz enzimkomplexszel; C) a citrát-ciklusban az 
izocitrát-dehidrogenáz és az α-ketoglutarát-dehidrogenáz reakciójában.  F-1,6-BP: 
fruktóz-1,6-biszfoszfát 
3.3.2. Metabolitok extrakciója, majd mennyiségük meghatározása 
tömegspektrometriai módszerekkel 
 
A glikolízis és a citrátkör metabolitjait, valamint az onkometabolitokat a sejtekből 
extraháltuk. Az extrakciót szubkonfluens sejtekből és xenograft tumorszövetből – 
szövetek esetében folyékony nitrogénben való porítása után – végeztük 4oC-on. Az 
extrakció során először a sejteket folyékony nitrogénnel fagyasztottuk („quenching”), 
majd metanol-kloroform-víz (9:1:1) oldattal lizáltuk. A sejtlizátumból centrifugálással 
készítettük a felülúszót és felhasználásig -80oC-on tároltuk. 
A következő metabolitokat határoztuk meg kvantitatívan: laktát, citrát, szukcinát, 
malát, fumarát és 2-hidroxiglutarát 1-10-50-100-200 µM standard hígítási sorok 
felhasználásával (standard törzsoldatok készítéséhez szükséges anyagokat a Merck-
Sigma Aldrichtól szereztük be). A sejtek metabolit koncentrációját standard kalibráció 
segítségével ng/1 millió sejtre vagy ng/10 mg szövetre vonatkoztatva adtam meg. 
Vizsgálatainkban több LC-MS módszer használatára és fejlesztésére nyílt lehetőségünk, 
ahol a metabolit extrakciós eljárások mindegyikben azonosak voltak.  
Az első mérésekben Dr. Szoboszlai Norbert és munkatársai által beállított LC-MS 
analízist alkalmaztuk. A mérést az MTA-TTK Tömegspektrometriai Osztályán végezték 
(Waters Acquity folyadékkromatográf és Waters Micromass Quattro Micro 
tömegspektrométer – Waters Corporation, Milford MA, USA) porózus grafit oszlopos 
(Hypercarb – Thermo Fisher Scientific) elválasztással, metanol víz eluenssel és 
hangyasavval (utóbbit mint elektronikus módosító alkalmaztuk) történt, amely során 
negatív elektrospray ionizálást, analizátorként pedig tripla kvadrupólt alkalmaztunk. A 
mérés folyamata MRM („multiple reaction monitoring”) módban történt [137]. 
Egy másik alkalmazott módszerben Jaitz és munkatársai által leírt méréseket 




módszerrel vizsgáltuk. Közvetlenül a mérés előtt a mintákat 40oC-on fokon szárazra 
pároltuk, melyeket trimetilklórszilán és 3-nitrobenzil alkohol 3:5 arányú elegyével 
(Merck-Sigma Aldrich) ultrahanggal rázattuk, majd 70oC-on inkubálás után 0,2 M-os 
ammónium-hidrogénkarbonáttal állítottuk le a származékképzéses reakciót. A mérést az 
MTA-TTK Tömegspektrometriai Osztályán mértük, az előbbiekben leírtak 
megfelelően. Származékképzés után az alábbi tömegszámokat kaptuk: laktát 243, 
szukcinát 406, malát 422, fumarát 404, 2-hidroxiglutarát 436, citrát 612.  
A harmadik módszerben Perkin-Elmer Flexar FX10 ultra-performance 
folyadékkromatográfot Sciex 5500 QTRAP tömegspektrométerrel alkalmaztunk. A 
fordított fázisú kromatográfiás elválasztást Phenomenex Luna Omega C18 oszloppal 
végeztük, (Gen-Lab, Budapest). Eluensként 0,1% hangyasavat tartalmazó vizet (A) és 
metanolt (B) használtunk grádiens programmal. Az oszlop hőmérsékletét a kísérlet ideje 
alatt 35oC-on tartottuk. A tömegspektrométer negatív elektrospray ionizációval 
működött. A mérést MRM módban végeztük. 
3.3.3. Szubsztrát hasznosítás vizsgálata LC-MS-sel 13C stabil izotópjelölés után 
 
Annak meghatározására, hogy a különböző tumorsejtek mely bioenergetikai 
szubsztrátot hasznosítják bioenergetikai folyamataikban stabil izotóp jelöléses technikát 
alkalmaztunk. Kísérleteinkben a már leírt előkészítési eljárással extraháltuk, majd az 
LC-MS módszerrel mértük a metabolitok koncentrációját és a 13C atomok beépülésének 
mértékét a különböző intermedierekbe. 
Vizsgálatainkban a jelölésekhez 10 mM U-13C-glükóz, illetve 4 mM U-13C-glutamin 
vagy 10 mM 2-13C-acetát (Cambridge Isotope) szubsztrátokat adtunk szubkonfluens 
tenyészetekhez DMEM D5030 tápfolyadékba keverve, a jelölés egy órán át tartott 37oC-
on 5% CO2 termosztátban [137, 139]. A 24 órás jelöléses vizsgálatainkban mindig 
DMEM D5030 médiumot alkalmaztunk, de tekintettel a hosszú inkubációs időtartamra, 
adott jelölt szubsztrát mellett 10% savót, antibiotikumot és jelölésnél jelöletlen L-
glutamint (4 mM) és/vagy D-glükózt (10 mM) is használtunk.  
3.3.4. Oxigénfogyasztás és extracelluláris acidifikáció mérése Seahorse technikával 
 
A glioma sejtvonalak (U251 MG, U87 MG, U373 MG) oxigénfogyasztását, 




Valós idejű oxigénfogyasztási ráta („oxygen consumption rate” – OCR) és 
extracelluláris acidifikációs ráta („extracellular acidification rate” – ECAR) szimultán 
mérése Seahorse XF96 Analyzer készülékkel (Agilent Technologies) történt [140-142]. 
Az OCR a mitokondriális aktivitással, az ECAR a sejtek glikolítikus tevékenységével 
arányos. 
A glioma sejteket 24 órával a mérés előtt 96-os Seahorse plate-re helyeztük saját 
teljes médiumaikban. A mérés kezdetekor a médiumot DMEM D5030 (pH 7,4) 
tápfolyadékra cseréltük. Az alap OCR és ECAR értékeket XF96 Analyzer Software 
segítségével határoztuk meg 1-1,5 óra inkubációs idő után. Ezt követően az alábbi 
energiaszubsztrátok oxidációját mértük pH 7,4-en: glükóz 10 mM, glutamin 25 mM, 
citrát 5 mM, GABA 5 mM, laktát 5 mM, malát 10 mM, acetát 10 mM és glutamát 5 
mM. A szubsztrátok oxidációs vizsgálata során metabolikus 
inhibitorokat/modulátorokat injektáltunk a sejtekhez a mitokondriális és glikolítikus 
funckiók részletesebb tanulmányozásához (oligomycin 2 μM – légzési lánc komplex V 
gátló; 2,4-dinitrofenol - DNP 100 μM – mitokondriális szétkapcsoló szer és antimycin 
A – légzési lánc komplex III gátló + rotenon 1-1 μM – légzési lánc komplex I gátló). 
3.4. Statisztikai analízis 
 
Az adatok elemzése során azok számtani átlaga és standard deviációja került 
kiszámításra. Minden kísérletben legalább 3 független biológia mintából indultunk ki az 
alkalmazott módszertől függően. Az in vitro és in vivo kezelések során kétmintás t-
próbával és egyszempontos variancia-analízissel (ANOVA post-hoc Tukey’s teszt) 
számoltuk ki a szignifikancia értékeket (p<0.05). A számításokat IBM SPSS Software 
(version 22, SPSS Incorporation), valamint PAST v3.05 programmal (PAST letölthető 
szoftver http://folk.uio.no) végeztük. A humán glioma biopsziás minták nem-
parametrikus H-score eredményei és a klinikopatológiai paraméterek összefüggéseinek 
statisztikai analízisére Mann-Whitney U és Kruskal-Wallis teszteket alkalmaztuk, 








4.1. Bioenergetikai vizsgálatok in vitro sejtvonalakban 
4.1.1. Különböző tumor sejtvonalak 14C-glükóz és -acetát szubsztrát 
hasznosításának jellemzése 
 
Tápanyaghiányos médiumban 1-14C-glükóz és 1-14C-acetát szubsztrátok hozzáadása 
után keletkező (légzési) 14CO2 mennyiségét hasonlítottuk össze különböző humán 
tumorsejtvonalakban és fibroblastokban. A tumorsejtekben a glükóz oxidációja a 
glikolízisben, pentóz-foszfát-út első szakaszában és a mitokondriumban (citrátkör, 
oxidatív foszforiláció) is történhet, acetátból azonban elsősorban a mitokondriális 
oxidáció során keletkezik CO2. A vizsgált sejtvonalak nagyobb része (4 esetben a 7-ből; 
a glükózt jelentősebb mértékben oxidálta, mint az acetátot (13. ábra). A hét 
tumorsejtvonal glükóz oxidáló képessége kisebb egyedi különbségeket mutatott (~2000-
13000 beütés/250 s/1 millió sejt), míg jelentős eltérést tapasztaltunk az acetát 
oxidációban (~700-18000 beütés/250 s/1 millió sejt). Ezek alapján feltételezhető, hogy a 
glükóz/acetát oxidáció hányadosban mutatkozó, a sejtvonalakat jellemző 
különbségekért elsősorban a tumorsejtek eltérő acetát hasznosítása, az ezzel összefüggő 
mitokondriális funkciók eltérései állhatnak. A legnagyobb különbséget a két szubsztrát 
oxidációjának arányában a HT-1080 fibrosarcoma és a ZR-75.1 emlőcarcinoma 
sejteknél tapasztaltunk, ezért részletes bioenergetikai összehasonlító vizsgálatokat 






13. ábra. Humán tumorsejtvonalak és izolált normál humán sejtek CO2 termelése 
1-14C-jelölt glükózból és 1-14C-Na-acetátból in vitro. HT-1080: fibrosarcoma 
(humán); Oscort, osteosarcoma (humán); MDA-MB231, BT-474, ZR-75.1, 
emlőcarcinomák (humán); HepG2, hepatocellularis carcinoma (humán); U937, 
monocytás leukaemia (humán); ill. fibroblastok (humán).  
4.1.2. Bioenergetikai útvonalakban fontos enzimek, transzporterek 
expressziójának jellemzése 
 
A glükóz/acetát oxidációs arányok további tanulmányozása során az 
energiatermelésben, anyagcserében résztvevő enzimek expresszióját vizsgáltuk meg a 
HT-1080 és ZR-75.1 sejtvonalakon. A GLUT1 (glükóz transzporter 1) szállító fehérje 
expressziója mindkét sejtben magasnak bizonyult. A glükóz-6-foszfát-dehidrogenáz 
(G6PDH), glicerinaldehid-3-foszfát-dehidrogenáz (GAPDH) és β-F1-ATPáz korábbi 
mRNS expresszió (a real-time PCR adatok nem kerülnek bemutatásra – Dr. Fullár 
Alexandra eredményei) vizsgálata alapján felmerült, hogy a két sejt előbbi eltéréseinek 
hátterében előbbi enzimek expressziós különbségei állhatnak. A β-F1-ATPáz fehérje 
mennyiségi különbségeit sikerült fehérje szinten is igazolni, a ZR-75.1 sejtek magasabb 
β-F1-ATPáz expresszióval rendelkeznek, mint a HT-1080 sejtek. A GAPDH és β-F1-
ATPáz fehérje expresszió aránya a glikolízis és az oxidatív foszforiláció arányára 
utalhat ebben a vizsgálatban, és alátámasztja a HT-1080 magasabb glikolítikus 




expresszió a mitokondriális oxidációs folyamatok és a citrátkör jelentős (a HT-1080-
énál mindenképpen jelentősebb) funkcióit mutatják (14. ábra). 
 
14. ábra. Bioenergetikai folyamatok egyes enzimeinek expresszió vizsgálata 
Western blottal HT-1080 és ZR-75.1 sejtvonalakban. A glükóz transzporter 1 
(GLUT1) és GAPDH enzimek (glikolítikus), valamint a β-F1-ATPáz (oxidatív 
foszforilációban részt vevő) jelentős expressziójának kimutatása és mennyiségének 
összehasonlító vizsgálata a két eltérő metabolikus aktivitású sejtvonalban. 
 
4.1.3. Glükóz hasznosítás vizsgálata 13C-jelölt glükóz jelölést követő LC-MS 
méréssel 
 
DMEM D5030 glükóz- és glutamin mentes tápfolyadékban 1 óráig U-13C-glükóz 
mellett tartott sejtek intracelluláris metabolit mennyiségét és a meghatározott 
metabolitok (TCA metabolitok és a laktát) 13C jelölődésének mértékét határoztuk meg 
LC-MS módszerrel. A 13C jelölt szénatomok beépülésének mértéke, a sejt adott 
bioenergetikai folyamatainak intenzitásával arányosan változik: a HT-1080 
fibrosarcoma sejtekben a glükózból származó 13C atomok elsősorban a laktátban és a 
glükóz-6-foszfátban jelentek meg, a TCA intermedierekben kevésbé. Glükózból a 
malátba 2-3 13C atom beépülését figyeltük meg a HT-1080 sejtekben, míg a ZR-75.1 
sejtekben 4 13C-et is. Ezek alapján a HT-1080 sejtek a glükózt a TCA ciklusban kevésbé 
hasznosítják, mint a ZR-75.1 sejtek. Előbbi különbség szemléltetésére, a glikolízis és az 
oxidatív foszforiláció arányának jellemzéséhez a sejtek intracelluláris 13C-laktát/13C-




ami a HT-1080 sejtek jelentős glikolítikus eltolódását mutatja. A 13. ábrán bemutatott 
sejtvonalak közül a ZR-75.1-hez hasonlóan jelentős acetát hasznosítással rendelkező 
U937 sejtekben előbbihez hasonló alacsony 13C-laktát/13C-malát arányt (0,87) 
mutattunk ki. Adataink azt mutatják, hogy ezzel a vizsgálattal a magas mitokondriális 
oxidációval rendelkező sejtek, illetve a sejtek glikolítikus-TCA oxidációs eltolódásai jól 
jellemezhetők.   
4.1.4. Citrátkör működésének vizsgálata 13C-jelölt acetáttal 
 
Az acetil-KoA második szénatomja az, amely a citrátkörbe belépve akár több 
ciklusban épülhet be a citrátba, így a 2-13C-acetát alkalmazásával a citrátköri 
metabolitokba beépülő acetát szubsztrát forrásokból származó 13C-atomok sorsát 
követhetjük nyomon. Ezzel a módszerrel az adott idő alatt beépülő és a citrátban vagy 
további TCA metabolitokban feldúsuló (egyre nagyobb arányban megjelenő 
többszörösen jelölt 13C-atom tartalmú metabolitok) jelölések mennyisége és a jelölt 
metabolitok arányának emelkedése utalhat a citrát-ciklus intenzív működésére. A 
sejteket DMEM D5030 médiumban egy óráig jelöltük, majd meghatároztuk a jelöletlen 
(csak 12C atomokat tartalmazó citrátot) és a 13C-mal (akár többszörösen) jelölt (1-6 
jelölés lehetséges) intracelluláris citrát mennyiségét LC-MS-sel. HT-1080 fibrosarcoma 
sejtekben 1-2 beépülést figyeltünk meg, míg a ZR-75.1 emlőcarcinoma sejteknél 6 13C-
mal jelölt citrátot is detektáltunk. Ezek az eredményeink megerősítik a glükóz jelölés 
alapján feltételezett intenzív mitokondrális működést a ZR-75.1 sejtekben; illetve annak 
hiányát, valamilyen mitokondriális funkció károsodását a HT-1080 sejtekben. Az U937 
monocytás leukaemia sejtekben elvégzett hasonló vizsgálatainkban 1-5 13C beépüléssel 
az összes citrát 88%-a jelölődött (jelöletlen 11%; 1x 13C - 19%, 2x 13C - 24%, 3x 13C - 
24%, 4x 13C - 19%, ill. 5x 13C - 3%), ami szintén igazolta a ZR-75.1 és U937 sejtek 
bioenergetikai hasonlóságát (15. a. ábra). 
4.1.5. Glükóz és acetát szubsztrát hatása az adenilát energiatöltésre 
 
Kísérleteinkben glükóz és acetát jelenlétében és hiányában is vizsgáltuk az adenilát 
energiatöltést (AEC) a HT-1080 és a ZR-75.1 sejtvonalakban, DMEM D5030 
médiumban (glükóz-, glutamin- és savómentes körülmények). Az adenilát energiatöltés 




Tápanyag dús médiumban tartott sejtekhez (AEC=0,75-0,85) viszonyítva D5030 
DMEM médiumban csökkent értékeket mértünk, ez a csökkenés a HT-1080 sejtekben 
fokozottabb volt (0,38), mint a ZR-75.1 sejtekben (0,54). Éhezés mellett a HT-1080 
sejtekben a hozzáadott glükóz, míg a ZR-75.1 sejtekben a hozzáadott acetát emelte a 
mérhető AEC értéket. Ezek az adatok is alátámasztják, hogy a HT-1080 glükózt mint 
szubsztrátot hasznosítja nagyobb mértékben (az acetátot kevésbé), ellentétben a ZR-
75.1 sejtekkel, ahol a szubsztrát hasznosítás jóval kiegyensúlyozottabb, sőt az acetát 
hasznosítás jelentősebb (15. b.-c. ábra).  
 
15. ábra. 13C atomok citrátban történő beépülése 2-13C-acetát-jelölést követően 
HT-1080, ZR-75.1 és U937 sejtekben (a.), ill. glükóz és acetát szubsztrát hatása az 
adenilát energiatöltésre HT-1080 (b.) és ZR-75.1 sejteken (c.). 10 mM 2-13C-
acetáttal (DMEM D5030 médiumban) inkubáltuk a sejteket egy óráig, majd az 
intracelluláris metabolitokat extraháltuk, a különböző tömegszámú szénizotópot (12C 
és/vagy 13C) tartalmazó metabolitok mennyiségi meghatározását, a 13C atomok citrátba 
épülését határoztuk meg LC-MS-sel. A HT-1080 tumorsejtekben csak 1-2, az U937 
sejtekben 5, míg a ZR-75.1 sejtekben akár 6 13C-atom beépülését detektáltuk a citrátban 




alkalmazásával vizsgáltuk az adenilát energiatöltést (AEC), amely a sejtek energia 
kapacitását mutatja meg (AEC=ATP + 0,5 ADP/ ATP + ADP + AMP) a HT-1080 (b.) 
és ZR-75.1 (c.) sejtvonalban, DMEM D5030 médiumban. 
4.1.6. A vizsgált bioenergetikai útvonalak lehetséges szabályozói 
 
A HT-1080 és a ZR-75.1 sejtek összehasonlításakor az energia-anyagcsere 
szabályozásában is kiemelt jelentőségű mTOR komplexek szerepét is tanulmányoztuk. 
Az mTORC1 és az mTORC2 komplexek elemeit és aktivitásukat jellemző fehérjék 
expresszióját vizsgáltuk. A HT-1080 sejtekben magas p-mTOR, p-S6 és relatíve 
alacsony Rictor expresszió volt kimutatható, ami az mTORC1 komplex mennyiségének 
és aktivitásának dominanciájára utal. A ZR-75.1 sejtekben magas p-mTOR, alacsony p-
S6 és magas Rictor expresszió volt jellemző, ami elméletileg alacsonyabb mTORC1 és 
magas mTORC2 aktivitással hozható összefüggésbe. Akt expressziós különbségek a 
sejtek között nem voltak, de a p-szerin473-Akt mennyisége szignifikánsan magasabb 
volt ZR-75.1 sejtekben, ami a már említett magas mTORC2 aktivitásra utalhat (16. 
ábra). 
 
16. ábra. mTORC1 és C2 komplex mennyiségét és aktivitását jellemző fehérjék 
expressziójának összehasonlítása Western blottal HT-1080 és ZR-75.1 sejtekben. 
p-mTOR: aktív mTOR kináz; p-S6: foszforilált riboszomális S6 - mTORC1 
aktivitásával összefüggő fehérje; Rictor: mTORC2 specifikus struktúrfehérje; p-




aktivitására utal a nagy mennyiségű p-mTOR és pS6 mellett az alacsony Rictor 
expresszió és a p-(ser473)-Akt relatív alacsony mennyisége (HT-1080 sejtek). Míg a 
ZR-75.1 sejtekben magas p-mTOR és Rictor expressziót tapasztaltunk, ami az 
mTORC2 komplex nagyobb mennyiségére utal, továbbá a párhuzamosan szintén nagy 
mennyiségű p-(ser473-Akt) és az alacsony p-S6 expresszió viszont a C2 komplex 
magasabb, illetve az mTORC1 relatív alacsony aktivitásának a jele. 
 
4.2. 2-hidroxiglutarát termelés és az mTOR aktivitás kapcsolata 
4.2.1. HT-1080 fibrosarcoma sejtek 2-hidroxiglutarát onkometabolit-termelése 
 
A metabolikus karakterizálása során megállapítottuk, hogy HT-1080 fibrosarcoma 
sejtek jelentős glikolítikus aktivitást és károsodott mitokondriális funkciókat mutatnak. 
A mitokondriális károsodást támasztják alá a HT-1080 sejtvonal xenograftjának 
elektronmikroszkópos felvételei is, ahol csökkent számú és sérült morfológiájú 
mitokondriumok figyelhetők meg (17. ábra). Ezzel szemben a ZR-75.1 sejtek mintáiból 
készült elektronmikroszkópos felvételek a normál sejtekéhez hasonló, ép struktúrájú 
mitokondriumokat mutatnak. LC-MS metabolit koncentráció mérések közben egy 
korábban nem azonosított nagy intenzitású csúcsot figyeltünk meg a HT-1080 
fibrosarcoma sejtek kromatogramján. A csúcs a 2-hidroxiglutarát onkometabolit 
sejtbeni felhalmozódásának jele (~18 nmol/106 sejt). A kimutatott 2-hidroxiglutarát 
onkometabolit-termelés hátterében Sanger szekvenálással, a Molekuláris 







17. ábra. Károsodott morfológiájú mitokondriumok a HT-1080 fibrosarcoma 
sejtben a normál sejtek és a ZR-75.1 emlőcarcinoma normál morfológiájú 
mitokondriumai (nyilak) mellett. Az elektronmikroszkópos felvételeket Dr. Paku 
Sándor készítette. 
 
Vizsgáltuk a 2-hidroxiglutarát onkometabolit bioenergetikai forrását is. Egy-egy 13C-
jelölt szubsztrát (U-13C-glükóz, 2-13C-acetát, U-13C-glutamin) jelenlétében DMEM 
D5030 médiumban inkubáltuk a sejteket. Az LC-MS méréssel meghatároztuk 2-
hidroxiglutarátban megjelenő 13C szénatomokkal jelölt onkometabolitok %-os arányát. 
Egy órás jelölés/inkubálás után HT-1080 sejtekben 2-13C-acetátból származó beépülést 
nem figyeltünk meg, míg glükózból a teljes 2-HG pool közel 6%-a vált jelöltté és 
nemcsak egy, hanem két jelölt szénatomos 2-HG molekulákat is kimutattunk (M+1 és 
M+2). U-13C-glutamin jelölés után a teljes 2-HG pool 16%-a volt jelölt (M+5). Ezek 
alapján a 2-HG fő forrása a HT-1080 sejtekben a glutamin (az általunk vizsgált 





18. ábra. A 2-HG onkometabolit lehetséges bioenergetikai forrásai HT-1080 
fibrosarcoma sejtekben LC-MS mérések alapján. U-13C-glükóz (a.) ill. U-13C-
glutamin (b.) beépülései a teljes 2-HG „pool” százalékában megadva, 60 perces jelölés 
után. M+1/2/3/5: 1/2/3, ill. 5 13C jelölést tartalmazó 2-HG molekula. 
4.2.2. Rapamycin mTOR aktivitás gátló hatásai (proliferációs és fehérje szintű 
vizsgálatok) HT-1080 sejtekben 
 
A továbbiakban tanulmányoztuk a hyperglikolítikus fenotípus, károsodott 
mitokondriális működés, 2-HG onkometabolit-termelés és magas mTORC1 aktivitás 
közötti összefüggést a HT-1080 sejtekben. 10-50-200 ng/ml rapamycin kezelés 
proliferáció gátló hatásait is teszteltük, végül 50 ng/ml dózist választottuk ki a további 
kísérletekhez. Alamar blue teszt és sejtszámolásos vizsgálataink is igazolták a 
rapamycin időfüggő proliferáció gátló hatását HT-1080 sejtekben (19. a. ábra). 24-72 
órás rapamycin kezelés után a HT-1080 sejtekben áramlási citometriával szignifikáns 
apoptotikus változásokat azonban nem tapasztaltunk, a spontán apoptózis mértéke a 
kezelt sejtekben nem emelkedett.  
A rapamycin kezelés után a p-S6 és a p-mTOR mennyiségének csökkenését Western 
blottal igazoltuk, a két fehérje mennyiségében ~85%-os csökkenést mutattunk ki 
(denzitometrált eredmények) változatlan S6 és mTOR expresszió mellett. A rapamycin 
kezelés hatásaként az mTORC1 komplex karakterisztikus vázfehérjéjének (Raptor) 





19. ábra. Az mTORC1 gátló rapamycin hatásai a proliferációra és az mTOR 
komplexek aktivitásával kapcsolatos fehérjékre in vitro HT-1080 sejtekben 
(Western blot). A rapamycin időfüggő (0-72 h) és dózisfüggő (10-200 ng/ml) hatásai 
Alamar blue proliferációs teszttel (a.). 48 órás rapamycin (50 ng/ml) kezelésre 
csökkentette az mTOR kináz, Raptor, pS6 expressziót (b.). Ko=kontroll, 
Rapa=rapamycin. 
4.2.3. Rapamycin kezelés, az mTORC1 aktivitás laktát és 2-HG onkometabolit-
termelést befolyásoló hatása  
 
LC-MS méréseink eredményei szerint a 72 órás in vitro rapamycin kezelés 
szignifikánsan csökkentette az intracelluláris laktát és a 2-HG mennyiségét a HT-1080 
sejtekben. Megfigyeltük továbbá más citrátköri intermedierek (citrát, malát, szukcinát) 
mennyiségének nem szignifikáns változásait is. 48 óra rapamycin kezelés után a sejteket 
1 óráig DMEM D5030 médiumhoz adott U-13C-glükózzal vagy U-13C-glutaminnal is 
jelöltük és vizsgáltuk a 2-HG, illetve a laktát mennyiségét, valamint a beépülő 13C 
szénatomok megjelenését az onkometabolitokban (a 13C-jelölést nem tartalmazó 
(jelöletlen) és a 13C-jelölt metabolitok mennyiségét is meghatároztuk). U-13C-glükóz 
jelölést követően a jelöletlen laktát mennyisége közel 50%-ra csökkent, jelölt laktátot 
pedig nem tudtunk kimutatni a rapamycin kezelt sejtekben. Megfigyeltük, hogy a 
rapamycin kezelt U-13C-glükóz jelölt sejtekben a jelöletlen és jelölt 2-HG (M+1, M+2) 
mennyisége is csökkent. U-13C-glutamin jelölést követően azonban az előbbinél 




jelölt (M+5) 2-HG mennyiségében a rapamycin kezelt HT-1080 sejtekben. U-13C-
glutamin vizsgálati körülményeink mellett a laktátot nem jelölte (20. ábra). 
 
20. ábra. 48 óra rapamycin kezelés csökkenti a glükózból képződő tejsav (a), 2-HG 
(b), illetve a glutaminból keletkező 2-HG (c) mennyiségét HT-1080 sejtekben (13C-
szubsztrát jelöléses vizsgálatokban). A grafikonokon az összes metabolit mennyisége 
(jelölt + jelöletlen) a kontrollhoz (kezeletlen) viszonyított relatív értékekkel szerepel. A 
grafikonok alatt a táblázatokban a részletes adatok találhatóak nM/1 millió sejt 
értékekben megadva. A metabolitok mennyiségét LC-MS módszerrel határoztuk meg. 





4.2.4. mTORC1 aktivitás 2-HG és laktát onkometabolit-termelést csökkentő 
hatásának háttere 
 
Ismert az mTORC1 komplex szabályozó szerepe a glikolízis és a glutaminolízis 
folyamatában. A rapamycin kezelés LDH-A (sejtek laktát termelésében 
kulcsfontosságú) és glutamináz (glutamin hasznosításban fontos enzim) enzim 
expressziót gátló hatásait áramlási citometriával és Western blottal igazoltuk 48 h 
rapamycin kezelés után. A glutamináz aktivitás gátló BPTES és Zaprinast a 
rapamycinhez hasonlóan szignifikánsan csökkenti a 2-HG szintet HT-1080 sejtekben 
[143]. Kísérleteinkben kimutattuk, hogy a BPTES és Zaprinast szignifikánsan 
csökkentette a HT-1080 sejtek proliferációját is (21. a. ábra). A rapamycin az 
előbbiekhez képest azonban szignifikánsan nagyobb mértékű proliferáció gátló hatást 
mutatott in vitro, mint a glutamináz gátlók; a rapamycin és a Zaprinast együttes 
alkalmazásakor pedig nem figyeltünk meg additív hatást a proliferáció gátlásban. 
Más mTOR inhibitor vegyületek hasonló hatását is vizsgáltuk, a PP242 mTORC1 és 
mTORC2 inhibitor HT-1080 sejtek a proliferációját ~40%-kal csökkentette, 
szignifikánsan nagyobb mértékben, mint a rapamycin. Kísérleteinkben a 2-HG és a 
laktát mennyiségében is ki tudtuk mutatni az mTOR, mTORC1 gátlással összefüggő, 
hasonló mértékű onkometabolit-termelést gátló hatásait. Ezek az eredmények 
megerősítik a rapamycin laktát és 2-HG termelést csökkentő hatásait, az mTOR 
transzlációs, glutamináz és LDH-A-expresszió szabályozásán keresztüli 2-HG és laktát 








21. ábra. Az mTOR gátlók (mTORC1 – rapamycin, mTORC1 és C2 – PP242) 
laktát-dehidrogenáz-A és glutamináz expressziót, illetve mTOR gátlók és 
glutamináz gátlók (Zaprinast és BPTES) 2-HG termelést, valamint 
sejtproliferációt befolyásoló hatásai HT-1080 sejtekben. A kezelések a proliferáció 
gátló hatás (Alamar blue assay) mellett a 2-HG termelést (kontrollhoz viszonyított 
relatív értékek – LC-MS mérés) is gátolják, hasonlóan a glutamináz gátlókhoz 
(Zaprinast – 100 µM; BPTES – 10 µM) (a.). 48 órás rapamycin (50 ng/ml), ill. PP242 (1 
µM) kezelés csökkenti az LDH-A és glutamináz expressziót (Western blot) (b.).  
 
A rapamycin laktát és 2-HG termelést csökkentő hatását más, sejtvonalakban is 
teszteltük. ZR-75.1 sejteket, és két Hodgkin-lymphoma sejtvonalat (DEV, KMH2) is 
vizsgáltunk. A ZR-75.1 sejtekben a rapamycin kezelés hatására az intracelluláris laktát 
koncentráció 65%-ra csökkent, míg a DEV és a KMH2 sejtek esetében kisebb mértékű 
csökkenést figyeltünk (DEV 75%-ra, KMH2 85%-ra). 2-HG onkometabolitot termelő 
sejtvonal a HT-1080-on kívül a vizsgálat ezen szakaszában nem állt rendelkezésünkre. 
Endogén IDH mutációval rendelkező glioma sejtvonalat nem is sikerült beszereznünk. 
Ilyen sejtvonalak nem léteznek, stabilizálni nem sikerült mutáns sejtvonalakat, csak 
rövid ideig vagy xenograftban lehet ezeket fenntartani. Későbbiek során Dr. William 
Leenders (Radboud University, Hollandia) rendelkezésünkre bocsátotta genetikailag 
módosított U251 MG astrocytoma sejtvonalát. Egy vad és IDH1 mutáns (IDH1 R132H 




fehérjét immunhisztokémiai festéssel igazoltuk és LC-MS méréseinkben is 
nagymennyiségű 2-HG-ot mutattunk ki ezekben a sejtekben. Ebben a mutáns 
sejtvonalban is igazoltuk a rapamycin mTORC1 aktivitást (p-S6 expresszió csökkenés), 
enyhe proliferáció gátló (20%-os gátló hatás), és 2-HG termelést csökkentő hatását 
(kontroll 75%-a). Az U251 MG IDH1 vad, illetve mutáns sejtvonal párban a glutamináz 
expresszió ebben a két sejtvonalban is szignifikánsan csökkent rapamycin kezelést 
követően 48 órával, a proliferációhoz hasonlóan.  
4.2.5. Rapamycin in vivo hatásai HT-1080 xenograft modellben (tumornövekedés, 
szöveti laktát és 2-HG mennyiségek vizsgálata) 
 
HT-1080 tumorsejteket SCID egerek talpába oltottuk. A tapintható tumorok 
megjelenése után az állatokat Rapamune-nal kezeltük. A kísérletben a rapamycin a 
tumornövekedését csökkentette in vivo is, a kísérlet végén a kezelt tumorok tömege 
szignifikánsan alacsonyabb volt a kontrollhoz képest. Folyékony nitrogénben 
fagyasztott szövetmintákban a Rapamune kezelt szövetekben a laktát és a 2-HG 
mennyiségének csökkenését igazoltuk LC-MS méréseink segítségével. In vivo 
eredményeink az in vitro-hoz hasonlóan igazolták a rapamycin tumornövekedést gáltó, 






22. ábra. Rapamycin (Rapamune) in vivo tumornövekedést (a-b), laktát (c), illetve 
2-HG (d) termelést gátló hatása SCID egerekbe oltott HT-1080 xenograftokban 3 
héttel a kezelés (3mg/ttkg - 3 x hetente) után. A kontroll és a rapamycin kezelt állatok 
tumorainak növekedését követtük a mért tumortérfogat változások alapján (a.), illetve a 
kísérlet végén mért tumorok tömegének átlagát (b.), valamint a tumorszövetben mért 
laktát (c.) és 2-HG (d.) nmol/10 mg tumorszövetre számított mennyiségét ábrázoltuk. *: 
p<0,05 
 
4.3. Glioma sejvonalak bioenergetikai tulajdonságainak vizsgálata az IDH1 vad és 
mutáns sejtvonalak összehasonlítása  
4.3.1. Glioma sejtvonalak alaplégzésében, glikolítikus aktivitásában kimutatható 
különbségek 
 
A vizsgálatainkban humán gliomás tumorszövetből stabilizált, sejtbankokban 
elérhető három glioma sejtvonal (U251 MG, U87 MG és U373 MG) alaplégzésének 
Seahorse vizsgálatában szignifikáns különbségeket mutattunk ki. A legalacsonyabb alap 
oxigénfogyasztást az U87 MG sejtekben, míg a legmagasabbat az U373 MG sejtekben 




ellenére azonban a bazális extracelluláris savasodásban (ECAR) – alap tejsavtermelő 
glikolítikus aktivitásban – a vizsgált sejtek szignifikánsan nem tértek el. A sejtek 
metabolikus és metabolikus adaptációs különbségeire utalnak azonban azok az 
eredményeink, amelyekben a magasabb glükóz hasznosítási képesség, ill. 
mitokondriális gátlást követően a glükóz hasznosítás a legalacsonyabb alaplégzésű 
sejtekben (U87 MG) az alap oxigénfogyasztással mutatott fordított összefüggést. A 
sejtek egyedi bioenergetikai jellemzői glutamin oxidációs különbségeikben is 
kimutathatók voltak: az U251 MG sejtek rendelkeztek a legjelentősebb glutamin 
oxidációs képességgel. A sejtek bioenergetikai különbségei pedig a sejtek in vitro 
proliferációs jellemzőivel (DMEM high glucose + 10% FBS médiumban) összefüggést 
mutattak – a legnagyobb proliferációs aktivitása a glükózt jól hasznosítani képes, és 
ezzel párhuzamosan magas alap oxidációs kapacitással rendelkező U373 MG sejteknek 






23. ábra. Alaplégzés (a.), extracelluláris savasodás (ECAR) (b.) vizsgálata Seahorse 
méréssel, ill. proliferációs görbék (c.) U251 MG, U87 MG és U373 MG glioma 
sejtvonalakon. A sejtek alaplégzését és ECAR értékét DMEM D5030 médiumban 
mértük (a.); az ECAR méréseknél 10 mM glükóz, illetve ezt követően 2 µM oligomycin 
hozzáadása után is meghatároztuk a médium pH változását, ami a glikolízis, a tejsav 
keletkezés és az extracelluláris megjelenés mértékét mutatja (b.). A sejtvonalak 
proliferációs jellemzőit normál tenyésztési körülmények mellett teljes médiumban 
hasonlítottuk össze, Alamar blue assay segítségével (c.). *: p<0,05 
4.3.2. Az IDH1 mutáns sejtekben, a 2-HG termeléssel párhuzamosan a sejtek 
alaplégzése magasabb, míg a glikolítikus kapacitása csökkent 
 
Vizsgáltuk a gliomákban leggyakrabban előforduló IDH1 mutáció – R132H – 
alapanyagcserét és szubsztrát hasznosítást befolyásoló hatásait is. Rendelkezésünkre állt 
az U251 MG IDH1 vad típusú (U251 wt a továbbiakban) és annak IDH1 R132H mutáns 
fehérjét overexpresszáló párja (U251 IDH1m a továbbiakban). Ezekkel, illetve a 72 




vizsgálatokat végeztünk. Az IDH1m és a 2-HG kezelt vad típusú U251 sejtek is 
szignifikánsan emelkedett oxigénfogyasztást mutattak az U251 wt sejtekhez képest. 
Ezzel párhuzamosan szignifikánsan csökkent az alap glikolítikus aktivitás és a sejtek 
glükóz hasznosító képessége, glikolítikus kapacitása is; még mitokondriális gátlók 
használata mellett sem emelkedett a glikolízis mértéke a vizsgált mutáns és 2-HG kezelt 
sejtekben annyira, mint az U251 wt sejtek esetében. Megállapítottuk, hogy az IDH 
mutáció, ill. a 2-HG kezelés befolyásolja az anyagcsere folyamatokat jellemző 
metabolikus enzimek expressziós szintjét (Western blot). Az alacsonyabb alaplégzéssel 
összefüggésben a vártnak megfelelő alacsonyabb β-F1-ATPáz expressziót igazoltunk az 
U251 wt sejtekben. A glikolízisben kulcsfontosságú enzimek közül a pedig a HK2 és a 
PFKP mutatott csökkent expressziót az IDH1 mutáns sejtekben a vad típusú sejtekhez 







24. ábra. Alaplégzés (a.) és extracelluláris acidifikáció (ECAR) (b.) vizsgálata 
Seahorse méréssel, illetve az ezekkel összefüggő fehérjék expressziója (c.) U251 wt, 
U251 IDH1m U251 wt 2-HG kezelt glioma sejtvonalakon. Az alap metabolikus 
különbségekkel összefüggést mutatott a glikolízis enzimek (hexokináz 2 – HK2 – és 
foszfofruktokináz-P – PFKP) és az oxidatív foszforilációban fontos β-F1-ATPáz 
expressziója (Western blot). p*<0,05. 
 
Az U251 wt és IDH1m sejtek proliferációját összehasonlítva a mutáns sejtek 
lassabban proliferálnak, mint a nem mutánsak – a duplázódási idejük egy órával 
hosszabbnak bizonyult, sejtszámolással és Alamar blue teszttel készített proliferációs 
görbék esetében is. A 72 órás D-2-HG (4 mM) kezelés szignifikánsan nem változtatta 





25. ábra. Az U251 wt, U251 IDH1m és U251 2-HG kezelt glioma sejtvonalak 
proliferációjának vizsgálata. Teljes médiumban (DMEM high glucose, 10% FBS) 
azonos sejtszámmal (2500 sejt/100 µl) párhuzamos vizsgálatban meghatározott 
proliferáció mértéke az U251 wt sejtek proliferációjának (100%) százalékában 2-HG 
(D-2-HG - 4 mM) kezelt, illetve U251 IDH1m sejtvonalakban. *p<0,05 
4.3.3. Intracelluláris metabolit koncentrációk és a 2-hidroxiglutarát forrásának 
vizsgálata IDH1 wt illetve mutáns gliomasejtekben 
 
A metabolikus különbségeket a két sejtvonal (az U251 wt és U251 IDH1m), illetve a 
2-HG kezelt vad típusú sejtek között a sejtek intracelluláris metabolit tartalma is 
mutatta. LC-MS mérésekkel igazoltuk az IDH1 mutáns sejtekben felhalmozódó 2-HG 
jelenlétét, illetve bizonyítottuk, hogy a médiumhoz adott 2-HG a vad típusú sejtekben a 
mutáns kezeletlen sejtekhez hasonló intracelluláris koncentráció értékkel jelent meg. 
Előbbiek mellett az aKG szint és a TCA metabolitok szintjének emelkedését is 
igazoltuk mind az IDH1 mutáns, mind a 2-HG kezelt sejtekben is. Előbbiek mellett az 
IDH1 mutáns sejtekben a vad típusú sejtekhez képest szignifikánsan alacsonyabb 
glutamát szintet tapasztaltunk. A 2-HG kezelés hatására pedig a vad típusú sejtekben 









26. ábra. Az U251 wt, U251 IDH1m és U251 2-HG kezelt (4 mM, 72 h) glioma 
sejtvonalak intracelluláris metabolit mennyiségeinek meghatározása LC-MS 
módszerrel. aKG: α-ketoglutarát. n.d: nem detektált. *p<0,05 
 
Az IDH1 mutáns sejtekben 13C-jelölt szubsztrátokkal (U-13C-glutamin, U-13C-glükóz 
és 2-13C-acetát) vizsgáltuk a 2-HG forrását. Igazoltuk, hogy a glutamin, az acetát 
bioszintetikus hasznosításához szükséges transzporterek, enzimek (ASCT2 – glutamin 
transzporter, GLS – glutamináz, ACSS2 – acetil-KoA szintetáz 2) az U251 sejtben jelen 
vannak. 
Rövid távú (1 órás) jelölést követő LC-MS vizsgálataink eredményei azt mutatják, 
hogy a 2-HG forrása lehet a glükóz és a glutamin, az acetát azonban nem. Hosszú távú 
jelölés (24 óra) után egyértelműen igazoltuk, hogy a keletkező 2-HG fő forrása a 




ez jól korrelál a mutáns sejtekben megemelkedő glutamináz és glutamin transzporter 
(ASCT2) mennyiségével. Azt tapasztaltuk, hogy 24 órás U-13C-glutamin jelölést 
követően M+5 tömegszámú jelölés mutatható ki az intracelluláris 2-HG 62%-ában, míg 
M+3 tömegszámú jelölés további 17%-ban. Ez arra utal, hogy a 2-HG elsősorban 
glutamát-aKG-2-HG útvonalon közvetlenül képződik. Az M+3 jelölés jelentős 
százalékos aránya viszont azt mutatja, hogy a citrát-ciklusban aKG-n keresztül is 
képződhet 2-HG. 24 órás vizsgálatainkban azonban azt is kimutattuk, hogy a 2-HG 
származhat glükózból és acetátból is csak jóval kisebb mértékben. U-13C-glükóz jelölés 
után teljes 2-HG pool 15,95%-a, míg 2-13C- acetát jelölés után teljes 2-HG pool 15,7%-
a tartalmazott jelölést (27. ábra). 
 
 
27. ábra. A 2-HG bioenergetikai forrásainak vizsgálata U-13C-glutamin (a), U-13C-
glükóz (b), és 2-13C-acetát (c) szubsztrát 13C beépülésének LC-MS mérésével 24 h 
után U251 IDH1m sejtekben. A jelölésekben használt szubsztrátok: 10 mM U-13C-
glükóz; 4 mM L-glutamin + 4 mM U-13C-glutamin; ill. 10 mM 2-13C-acetát 10% FBS 






4.3.4. Az IDH1 mutáció, az intracelluláris 2-HG és a bioenergetikai szubsztrátok 
oxidációjában kimutatható különbségek összefüggései U251 glioma sejtekben 
 
Az IDH mutáns és vad sejtek bioenergetikai szubsztrát oxidációs különbségeit, 
oxigénfogyasztási különbségeiket Seahorse méréssel határoztuk meg. A glükóz 
oxidációban nem tapasztaltunk különbséget, és hasonló oxigénfogyasztást figyeltünk 
meg a citrát, az acetát és a laktát esetében is. Az IDH1 mutáns sejtekben azonban a 
glutamin, a glutamát, ill. a malát szignifikánsan alacsonyabb oxidációját tapasztaltuk. 
Előbbiek mellett, GABA hozzáadása szignifikánsan, közel 20%-kal emelte az U251 wt 
sejtek oxigénfogyasztását, míg U251 IDH1m sejtekben ez az emelkedés nem jelent 
meg. Azt is kimutattuk, hogy a vad típusú sejtek GABA oxidációs képességét a 2-HG 
kezelés szignifikánsan csökkenti (28. ábra). 
A Human Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org) adatbázis alapján az U251 
MG sejtvonal nem rendelkezik GABA receptor, illetve a különböző GABA receptor 
alegységek (GABRA 1-6, GABRB 1-3, GABRR 1-3, GABRE és GABRQ) mRNS 
expressziójával. Az U251 wt sejtekben kimutatott oxigénfogyasztás emelkedés ezek 







28. ábra. Különböző szubsztrátok oxidációja U251 wt és U251 IDH1m (a.), illetve 
2-HG kezelt U251 wt (b.) glioma sejtekben Seahorse módszerrel mérve 72 h után. 
Glükóz (10 mM), glutamin (2,5 mM), citrát (5 mM), GABA (5 mM), acetát (10 mM), 
malát (10 mM), laktát (5 mM), glutamát (5 mM) szubsztrátok (a), ill. glutamin és 
GABA hatására (b). Oxigénfogyasztás az alaplégzés %-ában van feltüntetve. *p<0,05. 
 
A glutamin bioenergetikai hasznosítása, oxidációja csak az U251 wt sejtvonalat 
jellemezte, a mutáns sejtekben ez nem volt megfigyelhető; a 2-HG kezelt sejtekben 
pedig szignifikánsan alacsonyabb volt a kezeletlen sejtekhez képest.  
A GABA bioenergetikai hasznosításában, oxidációjában fontos szerepet játszó enzim 
a szukcinát szemialdehid-dehidrogenáz (SSADH) magas expresszióját igazoltuk az 
U251 glioma sejtekben, ami alátámasztható a Human Protein Atlas mRNA 
adatbázisának adataival, amely szerint az U251 sejtvonalra magas SSADH mRNS 
expresszió jellemző. Western blot vizsgálatainkban az IDH1 mutáns U251 és a 72 óráig 




kezeletlenekben. Jelentősebb különbségeket a GABA transzporter (GAT1) 
expresszióban is megfigyeltünk a kezeletlen wt, a 2-HG kezelt és az U251 IDH1m 
sejtekben. Más általunk vizsgált glioma sejtvonalakban, mint az U373 MG és U87 MG 
sem SSADH expresszió, sem GABA oxidáció nem volt detektálható (29. ábra). 
 
 
29. ábra. Az energiaszubsztrátok oxidációjával, hasznosításával összefüggő 
transzporterek és enzimek expressziója U251 wt, U251 IDH1m és U251 wt 2-HG 
kezelt glioma sejtvonalakban. A GABA anyagcserében résztvevő GABA transzporter 
1 (GAT1) és szukcinát szemialdehid-dehidrogenáz (SSADH); a glutamin 
hasznosításában résztvevő glutamin transzporter (ASCT2) és glutamináz; valamint 
acetát hasznosításában szerepet játszó acetil-KoA szintetáz 2 (ACSS2) expressziójának 
vizsgálata Western blottal. 
4.3.5. Rövid és hosszú távú GABA kezelés proliferációs hatása vad és IDH1 mutáns 
U251 sejtekben 
 
A GABA proliferációt befolyásoló hatásait rövid távú (72 óra) és hosszú távú (3,5 
hét) kísérletekben U251 wt és IDH1m sejtekben vizsgáltuk. GABA, 2-HG, és 
GABA+2-HG hosszú távú kezelések után kimutattuk, hogy a GABA hozzáadása 
szignifikánsan fokozta az U251 wt sejtek proliferációját, de ez a hatása a GABA 
kezelésnek a 2-HG kombinált kezelés esetében alig jelentkezett, csökkent az U251 wt 
sejtekben. Az IDH1m sejtek proliferációját a GABA kezelés kis mértékben ugyan 





4.4. SSADH expresszió vizsgálata humán biopsziás glioma mintákon 
 
SSADH expressziót humán glioma biopsziás mintákon is vizsgáltuk 
immunhisztokémiai módszerrel. Kontrollként peritumorális normál agyszövetet 
(cerebrum és cerebellum) és veseszövetet is használtunk az. A peritumorális cerebrum 
magas SSADH expresszióját (H-score > 150) figyeltük meg a kortikális régióban, 
viszont az astrocyta sejtek alacsony vagy közepes mértékben (H-score <150) 
expresszálták az SSADH fehérjét. A kisagyi szövetben közepes-magas SSADH 
expressziót tapasztaltunk a Purkinje-sejtekben. 
A humán glioma minták (47 glioma humán biopsziás mintát vizsgáltunk) 97%-a 
magas SSADH expressziót mutatott, mely a vizsgált klinikopatológiai paraméterekkel 
(kor, nem, tumor típusa, grádusa vagy IDH1 mutációs státusz) kimutatható szignifikáns 







30. ábra. A szukcinát szemialdehid-dehidrogenáz (SSADH) expresszió vizsgálata 
immunhisztokémiai festéssel humán glioma biopsziákban. Az SSADH a tumorok 
97%-ában magas expressziót mutatott, ez a fokozott expresszió a tumorok típusával és 
az IDH1 mutációs státuszával nem mutatott összefüggést (a.). A glioma altípusok 
reprezentatív immunhisztokémiai festése (b.) AC: astrocytoma, OD: 







5.1. Bioenergetikai folyamatok vizsgálatára alkalmas in vitro módszerek 
 
Vizsgálataink igazolták feltevésünket, miszerint a glükózból és az acetátból 
felszabaduló CO2 mennyiségének összehasonlítása ígéretes módszer a tumorsejtek, 
valamint a tumorok gazdaszervezetre gyakorolt bioenergetikai mechanizmusának 
tanulmányozásában. A glükóz és az acetát a glikolízis, illetve a mitokondriális oxidatív 
foszforiláció jellegzetes energiaforrása. A két energiaforrás hasznosításának 
párhuzamos összehasonlító vizsgálata segítségével az in vitro sejtvonalak domináns 
energetikai mechanizmusa – glikolízis és oxidatív foszforiláció aránya – 
megközelíthető.  
A daganatok fokozott glükóz felvételének vizsgálata napjainkban része a képalkotó 
diagnosztikai eljárásoknak (PET-CT alkalmazás). Warburg közel egy évszázada írta le a 
tumorsejtek fokozott glükóz felvételét, fokozott tejsavtermeléssel kapcsolatos 
megállapításait [12, 13]. Több évtizedes tudományos vitát követően igazolódott 
elmélete, megállapították, hogy a daganatok többségében valóban emelkedik a 
tejsavtermelés [18]. Párhuzamosan a mitokondriális enzimek génmutációinak 
tumorbiológiai szerepe is jellemzésre került, egyre több onkogének (pl. Ras, MYC, 
AKT) közreműködését ismerjük meg a glükóz anyagcsere átprogramozásában, 
szabályozásában [7]. A tumorok metabolikus változásainak vizsgálata, a humán 
tumorok metabolikus jellemzése azonban rutinszerűen alkalmazható vizsgálati 
módszerek és eljárások hiányában még csak az elmúlt években kezdődött. 
A tumorsejtek megváltozott anyagcseréje a malignus fenotípus jellemzője, ezért 
egyre több vizsgálat célja a tumorsejtek bioenergetikai profiljának jellemezésére 
alkalmas módszerek beállítása, fejlesztése [20, 144, 145]. 
Egyre szélesebb körben elterjedő módszer a stabil vagy radioaktív szénizotóp-jelölt 
szubsztrátok felhasználása, a beépülő jelzett szén atomok útjának követése a 
tumorsejtek preferált bioenergetikai útvonalainak feltérképezésében [138, 145, 146], bár 
a terjedésnek a szubsztrátok és a módszerek költségigénye egyelőre jelentős gátakat 
jelent a mindennapi kutató gyakorlatban. A glikolízis és citromsavciklus működésére 
vonatkozóan adott energiaforrások/szubsztrátok oxidációjának összevetésével is 




Acetát a zsírsavak lebontásából keletkezhet endogén vagy exogén módon is (pl. a 
májban termelődik és a vérárammal jut a sejtekhez), majd az acetil-KoA szintáz 
segítségével acetil-KoA képződik, ami a citromsavcikluson keresztül is hasznosulhat. 
[36, 64]. Az acetát ilyen oxidációjának jelentőségére (mint alternatív bioenergetikai 
szubsztrát) több munkacsoport is felhívta már a figyelmet például primer glioblastomák, 
ill. különböző tumorok agyi metasztázisai esetében. Az acetát hasznosításához acetil-
KoA szintetáz 2 enzim expresszió szükséges, aminek magas szintje humán 
glioblastomákban a betegek rossz prognózisával függött össze [62, 63]. 
A tumorsejtek szubsztrát preferenciájának, ezen keresztül a használt domináns 
bioenergetikai útvonal vizsgálatához stabil és radioaktív szénizotóppal jelölt glükóz és 
acetát szubsztrátokat alkalmaztunk. A 13C atomok beépülését követtük glikolítikus és 
citromsav ciklus intermedierekbe LC-MS módszerrel. HT-1080 sejtekben csökkent 
acetát hasznosítást, valamint a 13C kismértékű malátba és citrátba való beépülését 
figyeltük meg, ami a citromsav ciklus kisebb aktivitására utalt. A HT-1080 
fibrosarcoma sejtekben ez csökkent mitokondriális aktivitással és megváltozott 
mitokondriális morfológiával társult. Ezzel szemben a ZR-75.1. sejtekben mért 
alacsonyabb laktát-malát arányból arra következtethetünk, hogy a fokozott glikolízis 
mellett a mitokondriális működés is kiegyensúlyozott maradt. Ezeket az 
eredményeinket megerősítik az adenilát energiatöltéses (AEC) vizsgálatokban kapott 
adatok is. 
Számos metabolomikai tanulmány készült – gáz-, folyadékkromatográfiás, 
tömegspektrometriás vagy NMR vizsgálatokkal –, melyekben megemelkedett tejsav és 
csökkent citromsav ciklus metabolitok mennyiségét mérték humán tumorszövetben, 
illetve daganatos betegek vérplazmájában [147-149]. Fontos azonban, hogy a mai napig 
nem létezik egységes analitikai eljárás a metabolitok egyidejű meghatározására, 
többféle eljárás párhuzamos fejlesztése zajlik a különböző laborokban. 
Glicerin-aldehid-3-foszfát-dehidrogenáz (GAPDH) és a mitokondriális légzési lánc 
enzim β-F1-ATPáz expresszió vizsgálatában kapott eredményeink szerint a glikolízis és 
oxidatív foszforiláció arányának jellemzésére a két enzim mennyiségének 
meghatározása is használható. Ezt megerősítik azok az adatok is, melyek szerint 
emlődaganatokban a β-F1-ATPáz expresszió vizsgálata segítséget nyújthat a 




Összegezve eredményeinket, a HT-1080 és a ZR-75.1 sejtek metabolikus 
vizsgálatában többféle módszerrel hasonló eredményekre jutottunk, így a következő 
módszereket javasolhatjuk a domináns bioenergetikai folyamatok vizsgálatára (1. 
táblázat):  
a) 14C vagy 13C-jelzett glükózból és acetátból származó 14CO2 felszabadulás mérése, 
illetve utóbbi esetében a beépülés arányának meghatározása; 
b) glükóz és acetát hasznosítás vizsgálatban az adenilát energiatöltés értékeinek 
meghatározása, illetve a hasznosítás arányának vizsgálata; 
c) 13C-jelölt laktát és malát arány meghatározás U13C-glükóz jelölést követően; 
d) citrátba épült 13C atomok számának, a különböző tömegszámú szénizotópokat 
tartalmazó citrátok mennyiségének vizsgálata 2-13C-acetát jelölést követően;  
e) GAPDH és β-F1-ATPáz fehérjék mennyiségének összehasonlító vizsgálata.  
 
1. Táblázat. A HT-1080 és a ZR-75.1 modell sejtvonalakon végzett bioenergetikai 
módszerek eredményeinek összevetése.  
 
* moláris értékekből kalkulált arányok; ** β-aktinra normalizált fehérje expressziók 
aránya 
 
5.2. Az mTOR jelút aktivitásának szerepe a bioenergetikai folyamatok 
szabályozásában 
 
Az mTOR anyagcserét befolyásoló és a sejtek túlélést szabályozó szerepe jól ismert. 
Az emelkedett mTOR aktivitás jelentősége a malignus transzformációban már 
elfogadott, fontos szerepe a proliferációban, a növekedéshez szükséges bioszintetikus 
folyamatok összehangolásában is egyre jobban ismertté vált az utóbbi időben. Az 
Bioenergetikai vizsgálatok HT-1080 ZR-75.1 
glükózból/acetátból származó 14CO2 felszabadulás 30,1 0,4 
glükóz ill. acetát szubsztrát felhasználása mellett mérhető 
AEC aránya 
1,39 0,88 
U-13C-glükóz jelölést követő 13C-jelölt laktát/13C-jelölt 
malát aránya 
13,74* 0,87* 
13C-acetát szubsztrát mellett a citrátba épült 13C atomok 
száma 
1-2 1-6 




mTOR komplexek aktivitása szabályozza a glikolízist, a pentóz-foszfát-utat, a 
glutaminolízist és a hypoxia indukált faktor 1 által szabályozott folyamatokat [82, 94]. 
Az mTORC2 komplex fehérjéit az endoplazmatikus retikulum szubkompartmentben, a 
mitokondrium membránjához kötötten is kimutatták, szabályozó szerepét a 
mitokondriális energiatermelő folyamatokban is leírták már [151].  
Vizsgálatainkban az mTORC1 és az mTORC2 komplexekre jellemző fehérjék 
expressziós eredményei összefüggést mutattak a metabolikus méréseinkben kapott 
adatokkal. Ezek az mTORC1 és mTORC2 komplexek eltérő metabolikus funkcióit 
támasztják alá. Az ép mitokondriális struktúrájú és funkciójú ZR-75.1 sejtekben 
csökkent mTORC1 aktivitást, nagy mennyiségű mTORC2 komplexre utaló fehérje 
expressziós mintázatot figyeltünk meg. Míg a magas glikolítikus aktivitású és 
károsodott TCA ciklusú HT-1080 sejtekben mTORC1 komplex aktivitás dominanciát és 
magas GLUT1 expressziót figyeltünk meg, amelyek alátámasztja az mTORC1 komplex 
ismert szerepét a glikolízis szabályozásában.  
Megfigyeléseink alapján, a bemutatott módszerek alkalmasak a tumorsejtek 
metabolikus vizsgálatára, ezek eredményei segítséget nyújthatnak megfelelő 
metabolikus gátlószerek tervezéséhez és/vagy felhasználásához, így az egyénre szabott 
terápiás beavatkozásokhoz. 
5.3. Az mTORC1 gátló rapamycin kezelés csökkenti a laktát és a 2-HG termelést 
IDH1 mutáns HT-1080 sejtekben in vitro és in vivo 
 
 Több, a daganatsejtekben termelődő metabolitnak szerepe lehet a 
tumorprogresszióban például az epigenetikai szabályozásában, a jelátviteli hálózatok 
aktivitás változásában és ezekkel összefüggésben az anyagcsere megváltoztatásában 
[152-156]. Számos adat támasztja alá, hogy az onkometabolitok megjelenésével 
párhuzamosan megváltozó aktivitású folyamatok (például epigenetikai változások – 
hipermetiláció), az mTOR szabályozott folyamatokkal is kapcsolatba hozhatók [44, 
153, 157, 158].  
A tumorsejtekre jellemző Warburg-effektusban termelődő tejsav a mikrokörnyezetbe 
kerülve metabolikus szimbiózisban segítheti a tumornövekedését, az oxidatív 
tumorsejtek vagy stromasejtek hasznosíthatják bioenergetikai folyamataikban; emellett 




metalloproteázok termelését is fokozza, így elősegíti a migráció és a metasztázis 
folyamatát [27, 159]. Vizsgálatainkban igazoltuk az mTOR gátló kezelések nemcsak in 
vitro, hanem in vivo tejsavtermelést csökkentő hatásait. Az mTOR gátlóknak az előbbin 
keresztül szerepe lehet tejsav tumornövekedést támogató hatásainak mérséklésében in 
vivo. Bár természetesen ennek az mTOR gátlók ismert immunszuppresszív szerepe 
mellett, tumorimmunológiai szempontból kis jelentősége lehet. Egyéb, pl. mátrix 
metalloproteázok gátlásának, így a tumorsejt inváziós és az antimetasztatikus 
hatásoknak lehet ebből a szempontból nagyobb jelentősége.  
Eredményeink is igazolják, hogy a laktát mellett az IDH mutáns daganatsejtek 
esetében az mTOR aktivitásnak a 2-hidroxiglutarát termelésben szerepe van. 
Kimutattuk, hogy az mTOR inhibitorok (mTORC1 gátló rapamycin, mTORC1/2 
inhibitor PP242) gátolják a tumorsejtek proliferációját, és az említett két onkometabolit 
(laktát és 2-HG) termelését is in vitro és in vivo.  
Eredményeink arra is felhívják a figyelmet, hogy az mTOR aktivitás transzlációs 
hatása [44, 160] szükséges a laktát-dehidrogenáz A és glutamináz fehérjék 
termeléséhez, ezen keresztül támogatja a tejsavas glikolízist és a glutaminolízist. Az 
mTOR gátló kezelés az előbbiek miatt is gátolja a glikolízist és a glutaminolízist. 
Ismert, az is, hogy az mTORC1 aktivitása számos további glikolítikus enzim 
expresszióját szabályozza [105, 161]. Munkánkban azonban elsőként mi írtuk le, hogy 
az mTOR hiperaktivitásnak az IDH mutáns daganatok 2-hidroxiglutarát termelésében is 
szerepe van. Leírtuk, hogy az mTOR gátlók csökkentik a glikolítikus laktát és az IDH1 
mutációval összefüggő 2-HG termelést. 
Egyes közlemények az mTOR aktivitás és az IDH1 mutációval összefüggő 2-HG 
termelés kapcsolatát más, nem humán modellekben is tanulmányozva ellentmondásos 
eredményeket mutatnak, ezekben a 2-HG mTOR aktivitást fokozó és gátló hatásait is 
leírták (genetikailag módosított glioblastoma sejtek, ill. C. elegans kísérletek) [162, 
163]. Az alkalmazott kísérletek modelljei és körülményei (pl. kezelések időtartama és 
módja – jelentős, hogy hosszú távon adott mutációhoz alkalmazkodott szervezetet, 
sejteket vagy pl. akut 2-HG kezelések hatásait vizsgáljuk) egyaránt befolyásolhatta 
ezeket az eredményeket. 
Saját vizsgálataink eredményei (endogén IDH1 mutációval rendelkező HT-1080 




támasztják inkább alá [163], amely szerint a 2-hidroxiglutarát kezelés (2-HG oktil-
észterét alkalmazták) a sejtek mTORC1 és mTORC2 aktivitását is egyaránt megemelte, 
és a mutáns IDH1 R132H transzfekciót követően a mIDH1-et expresszáló mTOR 
aktivitása megemelkedett. Vizsgálataik szerint ennek hátterében a 2-HG KDM4A (α-
ketoglutarát dependens, Jumonji családba tartozó lizin-demetiláz – a DEPTOR, ami az 
mTOR komplexek negatív szabályozó fehérjéje) funkciójának gátlása áll.  Előbbivel jól 
korrelál, hogy az endogén heterozygota IDH1 mutáns HT-1080 sejtekben, a mutáció 
következtében hosszú ideje magas 2-HG szint mellett magas mTORC1 aktivást 
mutattunk ki, és a 2-HG termelés pedig mTORC1 függőnek bizonyult. Eredményeink 
azt mutatják, hogy a HT-1080 sejtvonal – mTORC1 dominanciája, endogén IDH1 
mutációja és glikolítikus fenotípusa miatt – ígéretes modell lehet az mTOR aktivitás és 
az IDH1 mutáció közötti összefüggések vizsgálatára. 
A rapalógok és más mTOR gátló hatású szerek daganatellenes hatásait emelkedett 
mTOR aktivitású gliomákban, akut myeloid leukémiában és chondrosarcomában már 
korábban leírták [164]. Több rapamycin származékot és kettős mTOR inhibitort 
alkalmaznak visszatérő és terápia rezisztens akut myeloid leukémiás és gliomás 
páciensek körében végzett klinikai fázis vizsgálatban is [165-167]. Eredményeinkhez 
hasonlóan, más munkacsoportok is kimutatták, hogy a glikolízis és a glutaminolízis 
gátlószerek (pl. deoxiglükóz, ill. Zaprinast, BPTES) képesek csökkenteni a proliferációt 
in vitro körülmények között, viszont in vivo kísérletek kevésbé jelentős 
tumornövekedést gátló hatást mutattak [152, 168, 169]. Allen és munkatársai 
kimutatták, hogy az mTOR gátló rapamycin kombinálása angiogenezis gátló sunitinib-
el az oxidatív és a nem oxidatív tumorsejtek metabolikus szimbiózisát gátolja. Ennek a 
hatásnak a jövőben akár szerepe lehet olyan rezisztencia problémák áttörésében is, 
melyek a metabolikus szimbiózissal és heterogenitással függenek össze [71]. Az mTOR 
és a glikolízis vagy a glutaminolízis gátlószereknek alkalmazása kombinációban (pl. 
kemoterápiás szerekkel) esetleg további terápiás előnyöket is hozhat, természetesen a 
várható mellékhatások figyelembevétele mellett.  
Összefoglalva a rapamycin (mTORC1 inhibitor) jelentős tumornövekedést gátló 
hatást mutatott in vitro és in vivo endogén heterozygota IDH1 mutációval rendelkező 
modellünkben. Eredményeink szerint az mTOR gátlóknak a proliferáció gátló hatások 




keresztül laktát és 2-HG termelés csökkenése) is lehetnek, különösen a magas 
glikolítikus aktivitású és IDH1 mutációval rendelkező daganatokban (31. ábra).  
 
 
31. ábra. A magas mTORC1 aktivitású HT-1080 sejtben a rapamycin csökkenti a 
proliferációt, valamint a laktát és 2-HG termelést (összefoglaló ábra). A rapamycin 
kezelés a laktát és 2-HG onkometabolit mennyiségét csökkentette IDH1 mutáns 
fibrosarcoma tumorsejtekben. Ennek hátterében az mTOR transzlációs hatásainak 
(LDH-A és glutamináz enzim expresszió) gátlása állhat. Az ábrán a tejsav és 2-HG 
tumorprogressziót támogató hatásait is feltüntettem. 
 
5.4. Gliomákra jellemző alaplégzés, glikolízis, szubsztrát oxidáció és GABA 
anyagcsere az IDH1 mutációval összefüggésben 
 
Az IDH mutáció következményeinek, jelenlétével összefüggő egyéb onkogenikus 
jellegzetességeknek és az IDH mutációtól függetlenül bekövetkező anyagcsere-
változásoknak megkülönböztethetőségének vizsgálatakor egy IDH vad típusú glioma 
sejtvonal és annak mutáns IDH1 (R132H) fehérjét overexpresszáló variánsát 
összehasonlító vizsgálatát végeztük el. A vizsgálatokban érintett bioenergetikai 





32. ábra. A glioma sejtekben tanulmányozott bioenergetikai folyamatok 
összefoglalása. Tanulmányoztuk az anyagcserében résztvevő glikolízis, acetát 
hasznosítás, glutaminolízis és GABA metabolizmus enzimeit/transzportereit glioma 
sejtekben.  A glikolízisben részt vevő: GLUT1 (glükóz transzporter 1), HK2 (hexokináz 
2), PFKP (foszfofruktokináz P) és LDH (laktát-dehidrogenáz); acetát hasznosításban 
résztvevő: ACSS2 (acetil-KoA szintetáz 2); glutamin felvételben és átalakításban 
fontos: ASCT2 (glutamin transzporter) és Gls (glutamináz); GABA oxidációban, 
metabolizmusban szerepet játszó: GAT1 (GABA transzporter 1), SSADH (szukcinát 
szemialdehid-dehidrogenáz). Az alábbi szubsztrátok oxidációját vizsgáltuk: glükóz, 
glutamin, acetát, malát, citrát, laktát, GABA, glutamát. OAC: oxaloacetát, SSA: 
szukcinát szemialdehid. 
 
Az IDH1 mutáció, epigenetikai hatásait jól ismerjük [155, 170, 171], az IDH1 
mutáns és a vad sejtek bioenergetikai különbségeiről azonban kevesebbet tudunk. Az 
IDH1 mutáció különböző eredetű sejtek proliferációját és túlélését [133, 172] vagy 
bizonyos tumorok esetében a betegek túlélését befolyásoló hatásáról sok különböző adat 
áll rendelkezésünkre. Gliomákban és AML-ben a mutáció prognosztikai jelentőségének 




Az IDH1 vad és mutáns U251 glioma sejtvonal összehasonlító vizsgálataiban azt 
tapasztaltuk, hogy az IDH1 mutáns sejtek alaplégzése (alap O2 fogyasztása) 
szignifikánsan magasabb, mint a vad típusú sejteké. Kimutattuk, hogy a mitokondriális 
légzés gátlását követően a sejtek glikolítikus aktivitása nő, laktát termelés mint 
metabolikus kompenzáció megjelenik a sejtekben. Elsőként mutattuk ki, hogy a 
magasabb alaplégzés az IDH mutáció következtében megjelenő 2-HG termeléssel függ 
össze, továbbá az in vitro 2-HG kezelés és a megjelenő magas intracelluláris 2-HG szint 
az IDH1 mutáns sejtekhez hasonló mértékre emelte a vad típusú sejtek 
oxigénfogyasztását. A 2-HG kezelés után egyes TCA metabolitok (malát és α-
ketoglutarát) mennyisége is emelkedett, ez az akut 2-HG kezelés ismert kompetitív 
és/vagy alloszterikus gátló hatásaira utal bizonyos TCA ciklus enzimek esetében [173]. 
Eredményeinket megerősítik azok a vizsgálatok, amelyekben CRISPR-Cas9 rendszerrel 
genetikailag módosított IDH mutáns HCT116 colon carcinoma sejtvonalban a vad 
típusú glioma sejtek Warburg-fenotípusával szemben a mutáns sejtek jelentős mértékű 
oxidatív foszforilációját írták le [172, 174].   
A 2-HG kezelést követően kimutatott intracelluláris glutamát mennyiségének 
csökkenése az IDH1 mutáns sejtekben a glutamin–glutamát–α-ketoglutarát (aKG)-2-HG 
átalakulás folyamatával áll összefüggésben. Az IDH1 mutáns sejtekben magasabb a 
glutamináz expresszió és csökkent a glutamin oxidációs képesség. A sejtek a glutamint 
elsősorban a 2-HG onkometabolit-termelésben hasznosítják, amit 24 órás U-13C-
glutamin jelöléses vizsgálatunk is alátámasztott, bár eredményeink szerint az IDH1 
mutáns sejtek más forrásokat (pl. glükóz vagy acetát) is használhatnak 2- hidroxiglutarát 
termelésben. Eredményeinkhez hasonlóan a korábbi MRI és más spektrometriai 
vizsgálatok is elsősorban a glutamin 2-HG forrás szerepét hangsúlyozzák [175], de 
felhívják a figyelmet a glükóz alacsony turnoveréből keletkező 2-HG jelentőségére is 
gliomasejtekben. Tudomásunk szerint vizsgálatainkban először írtuk le, hogy az acetát 
is hozzájárulhat a 2-HG termeléshez az IDH1 mutáns daganatsejtekben, ami alapján 
megfontolandó, hogy az acetát nemcsak mint bioenergetikai szubsztrát, hanem mint 
alternatív 2-HG forrás is szerepet játszhat a tumorsejtekben.  
A vad típusú és a mutáns IDH1 sejtekben a különböző, TCA ciklus feltöltését 
szolgáló szubsztrátok oxidációját is megvizsgáltuk. A malát hozzáadása emelte a sejtek 




eredményeket, amelyek az LDH-B mRNS expressziós különbségek alapján magasabb 
laktát oxidációt valószínűsítettek az IDH mutáns gliomáknál [174]. A sejtek laktát és 
acetát oxidációjában nem figyeltünk meg szignifikáns különbségeket.  
A GABA-nak – mint neurotranszmitternek –, a GABA receptor működésnek is lehet 
szerepe bizonyos, akár nem idegrendszeri daganatok (pl. emlődaganatok) 
kialakulásában, de erre vonatkozóan az irodalomban ellentmondásos eredményeket 
találunk [176-181]. Kimutattuk, hogy a glutamin, a glutamát és a GABA jelentős 
alaplégzés fokozódást eredményez vad típusú IDH1-gyel rendelkező U251 sejtekben 
(közel 20%-os emelkedés), de ez a növekedés a mutáns IDH1 sejtek alaplégzésében 
elmaradt. Ezek az eredményeink a glutamin és a GABA szubsztrátok bioenergetikai 
hasznosító folyamatainak jelentőségére utalnak a nem IDH mutáns glioma sejtekben. In 
vitro vizsgálatainkban a GABA – mint energiaszubsztrát – oxidációját és kapcsolatát az 
SSADH expressziójával elsőként mutattuk ki. Az SSADH-t expresszáló U251 sejtvonal 
hossszú távú GABA kezelésének proliferációt fokozó hatásait is kimutattuk. Ezt a 
GABA indukált proliferáció fokozó hatást a kombinációban adott 2-HG kezelés 
azonban felfüggesztette in vitro. Ezek az adatok, a vizsgálatainkban glioma sejtekben 
elsőként kimutatott GABA oxidációs képesség, illetve a humán glioma minták közel 
100%-ában kimutatott fokozott SSADH fehérje expresszió alátámasztja a glioma sejtek 
GABA oxidációra képes astrocyta eredetét. Eredményeink jelentőségét mutatja az a 
friss tanulmány, amelyik a GHB (gamma hidroxibutirát – GABA anyagcsere egyik 
intermedierje) akkumulációra, ill. in vitro GHB kezeléssel összefüggő SSADH 
expresszió csökkenés potenciális szerepére hívja fel a figyelmet a kevésbé agresszív 
IDH vad típusú glioblastoma sejtekben [182]. A közelmúltban több közlemény is 
megjelent, amelyek a GABA tumorsejtek növekedését támogató potenciális 
bioenergetikai szubsztrát szerepének hatásait írják le [183, 184, 185]. 
A humán gliomák vizsgálata közben összehasonlítottunk 3 originális IDH vad 
glioma sejtvonal (hasonló grádusú gliomák) bizonyos metabolikus sajátosságait és 
jelentős eltéréseket tapasztaltunk. Kísérleteink az in vitro glioma modellek jól ismert 
korlátaira is felhívják a figyelmet, a humán minták közel 100%-át jellemző SSADH 
expresszió csak az U251 sejtvonalban volt megfigyelhető. Kimutattuk, hogy a glioma 
sejtvonalak szubsztrát-oxidációs és glikolítikus képességei összefügghetnek az in vitro - 




Saját eredményeinkhez hasonlóan számos más daganat metabolikus jellemzésének 
eredménye alátámasztja azt, hogy a tumorsejtek metabolikus adaptációs képességgel 
rendelkeznek, ami elősegíti a sejtek proliferációját és túlélését. Ezek az adatok mutatják, 
hogy a tumorszövet metabolikus szimbiózisát érdemes vizsgálni a jövőben in vivo 
modellek és szöveti biopsziás minták segítségével új terápiás megoldások keresésekor 
[4].  
Malignus daganatokban a metabolikus útvonalak jellemzése, így a glioma sejtek is in 
vitro és in vivo metabolikus vizsgálatai segíthetnek abban, hogy a metabolikus 
adaptáció és ezen belül a sejtek proliferációjával vagy a túlélésével összefüggő 
bioenergetikai útvonalak közötti eltolódásokat, átrendeződéseket megértsük és 
megfelelő, új terápiás célpontokat határozzunk meg ebben a jelenleg még gyakorlatilag 








Sejtek bioenergetikai és mTOR aktivitás jellemzésével kapcsolatos metabolikus 
vizsgálatok:  
1) Az LC-MS mérések alkalmasak a sejtek intracelluláris metabolit koncentráció 
viszonyainak; U-13C-glükóz és a 2-13C-acetát jelölést követően pedig a jelölt 
szénatomok metabolitokban megjelenő számbeli és mennyiségi változásának, a 
daganatsejtek domináns anyagcsere útvonalainak jellemzésére. 
a) A modellként vizsgált ZR-75.1 emlőcarcinoma sejtvonalat jelentős acetát 
hasznosító képesség és a TCA ciklus fokozott aktivitása;  
b) míg a HT-1080 fibrosacroma sejtvonalat inkább a tejsavas glikolízis túlsúlya 
és károsodott mitokondriális funkciók jellemzik.  
2) A 2-HG onkometabolit-termelés forrása jól vizsgálható különböző stabil izotóp 
jelzett szubsztrátok és LC-MS segítségével: 
a) Az IDH1 mutáns HT-1080, ill. glioma sejtekben a 2-HG termelés forrása 
elsősorban a glutamin; 
b) de a glioma sejtekben az acetát is lehet, így az acetát alternatív 2-HG 
forrásként támogathatja a tumorigenezist. 
3) Az mTOR aktivitás összefüggést mutat a sejtek metabolikus aktivitásával és 
onkometabolit-termelésével. 
a) A HT-1080 sejtek metabolikus jellegzetességei összefüggést mutatnak az 
mTORC1 aktivitás dominanciájával, illetve heterozygota IDH1 mutáns 
genotípusával, 2-HG onkometabolit-termelésével. 
b) A ZR-75.1 sejteket a kiegyensúlyozott glikolítikus és mitokondrális 
anyagcsere-folyamatok mellett magas mTORC2 komplex aktivitás jellemzi. 
c) A HT-1080 sejtek mTORC1 inhibitor érzékenyek, a rapamycin in vitro és in 
vivo proliferáció gátló hatásai mellett az onkometabolitok termelését is 
csökkenti a HT-1080 tumorsejtekben és szövetekben. 
4) A 2-HG és laktát termelés mTORC1 és ezzel összefüggésben glutamináz illetve 




Gliomák bioenergetikai jellemzésének és szubsztrát-oxidációjának, valamint IDH1 
mutációval összefüggő anyagcsere-változásainak vizsgálata:  
1) A glioma sejtek egyedi szubsztrát oxidációs és glikolítikus kapacitással 
rendelkeznek.  
a) A hasonló grádusú, nem IDH mutáns glioma sejtvonalak alap oxidációs és 
glikolítikus funkciói eltérést mutatnak; 
b) az IDH1 mutáns glioma sejtvonal magasabb oxigénfogyasztással és 
alacsonyabb glikolítikus kapacitással rendelkezik, mint originális vad típusú 
párja;  
c) Az SSADH expressziót mutató nem IDH1 mutáns glioma sejtvonal a 
GABA bioenergetikai hasznosítására, oxidációjára képes, míg az IDH1 
mutáns párja nem.  
d) Az IDH1 mutációval összefüggő 2-HG termelés gátolja a GABA oxidációt; 
e) az SSADH expressziót mutató, nem IDH1 mutáns glioma sejtek 
proliferációját GABA kezeléssel fokozni lehet, és ez 2-HG kombinált 
kezeléssel visszafordítható. 
2) Az általunk vizsgált humán glioma minták több mint 90 %-át IDH1 mutációs 
státusztól, nemtől és kortól független magas SSADH fehérje expresszió jellemzi, 





7. ÖSSZEFOGLALÁS  
A malignus fenotípus jellemzője a tumorsejtek anyagcsere változása. Az mTOR 
(mammalian target of rapamycin) kináz a jelátviteli hálózat elemeként szabályozza a 
legkülönbözőbb sejtfunkciókat, köztük a glikolízis, glutaminolízis, a bioszintetikus 
folyamatok és az autofágia aktivitását; hiperaktivitása a legtöbb daganatra jellemző. 
Humán sejtvonalak anyagcsere változásait (metabolikus profilját), szubsztrát 
hasznosítását, ezzel összefüggésben az mTOR aktivitásváltozásait vizsgáltam.  
Metabolikus jellemzéshez analitikai módszerek, bioenergetikai profil meghatározások 
beállítását végeztem. mTOR gátló kezelések tumor növekedést, anyagcserét befolyásoló 
hatásait tanulmányoztuk in vitro és in vivo. Az IDH (izocitrát-dehidrogenáz) mutáció 
bioenergetikai hatásait mutáns és vad glioma sejtben vizsgáltam. Metabolitok, 
onkometabolitok mennyiségét tömegspektrometriai módszerekkel, különböző enzimek 
expresszióját és aktivitását Western blottal vagy immunhisztokémiával analizáltuk. 
A HT-1080 fibrosarcoma sejtvonalra glikolítikus fenotípus, károsodott TCA ciklus, 
IDH1 mutáció és magas mTORC1 aktivitás jellemző. Előbbiekkel ellentétben a jelentős 
acetát hasznosító képességgel rendelkező, ZR-75.1 emlőcarcinoma sejtvonalra 
kiegyensúlyozott glikolitikus, mitokondriális funkciók és jelentős mTORC2 aktivitás 
jellemző. A rapamycin kezelés a HT-1080 sejtekben csökkenti a laktát és az IDH1 
mutációval összefüggő 2-HG (2-hidroxiglutarát) onkometabolitok termelését, a laktát-
dehidrogenáz-A és a glutamináz expresszió gátlásával összefüggésben. 
IDH1 mutáns és vad U251 glioma sejteket összehasonlítva, az IDH1 mutáns U251 
sejtek alacsonyabb glutamin, glutamát, malát és GABA (gamma-amino-vajsav) 
oxidációs képességét mutattuk ki. A mutáns sejtekben a 2-HG csökkenti a glutamin és a 
GABA oxidációt.  Az U251 és más vizsgált glioma sejtvonalakban a GABA oxidációs 
képesség összefüggést mutatott az SSADH (szukcinát szemialdehid-dehidrogenáz) 
fehérje expresszióval. GABA jelenlétében az U251 sejtek növekedése fokozódott, ez 
azonban 2-HG kezelés mellett elmaradt. Humán glioma minták jellemzésekor az esetek 
több mint 90%-ában IDH1 mutációs státusztól, nemtől és kortól független fokozott 
SSADH fehérje expressziót figyeltünk meg, ennek klinikai jelentősége is lehet. 
A tumorok hasonló metabolikus profil vizsgálata segítségével a jövőben további eddig 
nem ismert metabolikus célpontok azonosíthatók és ezek segíthetik a terápia 





Altered cellular metabolism is a hallmark of cancer cells. mTOR (”mammalian target of 
rapamycin”), as a part of the signalling network, regulates various cell functions; it has 
regulatory role in glycolysis, glutaminolysis, biosynthetic processes and autophagy. 
mTOR hyperactivity is characteristic for the majority of tumour cells.  The metabolic 
alterations (metabolic profile) and substrate utilisation of human cell lines in correlation 
to mTOR activity were studied.  
Certain analytical measurements and bioenergetic profile analyses were established for 
metabolic characterisation.  Different substrate utilising cell lines were applied in 
metabolic characterisation. The anti-growth and metabolic effects of mTOR inhibitors 
were studied in vitro/in vivo. The bioenergetic effects of the IDH (isocitrate 
dehydrogenase) mutation were assessed in mutant and wild-type glioma cell line pair. 
The amount of metabolites/oncometabolites was measured by mass-spectrometry, the 
expression and activity of certain metabolic enzymes were studied using Western blot or 
immunohistochemistry.  
HT-1080 fibrosarcoma cell line has a glycolytic phenotype, damaged TCA cycle, IDH1 
mutation and high mTORC1 activity. On the other hand, ZR-75.1 breast cancer cell line 
with acetate utilising capacity was characterised by balanced glycolytic-mitochondrial 
functions and significant mTORC2 activity. Rapamycin treatment decreased the 
production of lactate and the IDH mutation related 2-HG (2-hydroxyglutarate) 
oncometabolite through translational effects (reducing lactate dehydrogenase A and 
glutaminase expressions) in HT-1080 cells. 
Comparative analyses of mutant and wild-type U251 glioma cells revealed that the 
mutant cells have lower glutamine, glutamate, malate and GABA (gamma-aminobutyric 
acid) oxidation capacity. 2-HG reduces glutamine and GABA oxidation in mutant U251 
cells. GABA oxidation was correlated to SSADH (succinic semialdehyde 
dehydrogenase) enzyme expression in U251 and other studied glioma cells. These have 
higher proliferation rate in the presence of GABA, however, 2-HG treatment slowed 
down their growth. SSADH protein overexpression was detected in ~ 90% of human 
glioma samples unrelated to IDH1 mutation, gender or age which could have clinical 
importance. 
Performing such metabolic profile analyses could help to find further new metabolic 
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